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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA
Maria Luciana Silva de Freitas

A ativacdo imune cronica e a deplecéo linfocitaria sdo marcantes na infeccao pelo HIV-
1 e pela Leishmania infatum. Esta ativagdo tem sido associada a exaustéo do sistema
imune em pacientes infectados pelo HIV e pode contribuir para as frequentes recidivas
de leishmaniose visceral (LV) em pacientes LV/HIV-1. Assim, é importante investigar se
a manutencdo do tratamento anti-Leishmania combinado a terapia antirretroviral
(TARV) é capaz de diminuir os niveis de ativagdo e, consequentemente, reduzir o
namero de recidivas da LV. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar o grau de
ativacao celular e o seu impacto sobre o comprometimento imunolégico, em pacientes
LV/HIV-1, assim como determinar sua influéncia no prognéstico (recidiva ou remissao
clinica) pos-tratamento anti-Leishmania dos pacientes coinfectados. Os pacientes
foram divididos em: N&o-recidivantes (NR;n=6) e Recidivantes (R;n=11). Ambos os
grupos foram seguidos da fase ativa até 12 meses pos-tratamento (mpt), sendo
mantidos sob TARV e em uso de profilaxia secundaria com anfotericina B
(50mg/quinzenal), desde o final do tto da LV. As contagens de TCD4", grau de ativacdo
(CD38"HLA-DR"), imunosenescéncia (CD57'CD27), niveis de CD14 solGvel e
anticorpos anti-Leishmania foram avaliados para os pacientes e voluntarios sadios.
Durante a fase ativa da LV, ambos os grupos apresentaram niveis similares de todos
os parametros avaliados. Entretanto, nos periodos de 6 e 12 mpt, o grupo NR mostrou
um ganho significativo de células TCD4", bem como uma diminuicdo dos percentuais
de linfécitos TCD4 e TCDS8 ativados, diferente do grupo R, que manteve uma baixa
reconstituicdo imunolégica, um alto grau de ativacdo em ambas as subpopulacdes de
TCD8" e CD4" (p<0,0001 e p<0,01, respectivamente), além de niveis elevados de
sCD14 (p<0,05), sugerindo um persistente grau de ativacdo imune entre pacientes R.
As cargas viral e parasitaria permaneceram baixas ou indetectaveis sem correlacdo
com a ativacdo. Entretanto, tal ativacéo se correlacionou negativamente com o dano na
recuperacdo imunoldgica desses pacientes. Apesar dessas diferencas, 0s percentuais
de linfocitos T senescentes foram similarmente elevados entre os grupos R e NR. A
menor capacidade do grupo R em reduzir os niveis de ativacao celular em comparacao
ao NR, pode estar relacionada ao comprometimento da resposta efetora, que decai a
cada episodio de recidiva. Além disso, a profilaxia secundéaria parece modificar a
histéria natural dos pacientes coinfectados que estdo experenciando o primeiro
episédio da doenca, ao contrario daqueles que j& apresentam varias recidivas.
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ABSTRACT )
MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITARIA

Maria Luciana Silva de Freitas

Chronic immune activation and lymphocytic depletion are striking features in HIV-1 and
Leishmania infatum infection. Such activation has been associated with the exhaustion
of the immune system in HIV" patients and can contribute to frequent recurrences of
visceral leishmaniasis (VL) in coinfected patients. Therefore, it is important to
investigate whether maintenance of anti-Leishmania treatment combined with
antiretroviral therapy (ART) is able to decrease the levels of cellular activation and
hence reduce the number of VL relapses. In this ways, the aim of this study was to
evaluate the cellular activation degree and its impact on the immune impairment in
VL/HIV patients, as well as to determine their influence on prognosis (relapse or clinical
remission) after anti-Leishmania treatment. The patients were divided into non-recurrent
(NR; n=6) and recurrent (R; n=11). Both groups were followed by active phase up to 12
months post-treatment (mpt). They were on ART and use of secondary prophylaxis with
amphotericin B (50mg/fortnightly) from the end of the VL treatment. CD4" T cell counts,
activation degree (CD38/HLA-DR"), immunosenescence (CD57°/CD27°), soluble CD14
levels and anti-Leishmania antibodies were evaluated in the patients and healthy
controls. During the active phase of VL, both groups had similar levels of all parameters.
However, at 6 and 12 mpt, the NR group showed a significant gain in CD4'T cells, as
well as a decrease in the percentage of activated CD4 and CD8 T lymphocytes.
Unlikely, R group kept a low immune reconstitution, a high degree of activation of both
CD4 and CD8 subpopulations (p <0.0001 and p <0.01, respectively), and high levels of
sCD14 (p <0.05), suggesting a persistent level of immune activation in R coinfected
patients. Viral and parasite load remained low or undetectable with no correlation with
activation. However, this activation degree was negatively correlated with impaired
immune reconstitution of patients. Despite these differences, the percentages of
senescent T lymphocytes were similarly high between R and NR groups. The smaller
capacity of the R group in reducing cell activation levels compared to NR, may be
related to some functional impairment of effector response that has been declining
every recurrence episode. In addition, secondary prophylaxis seems to modify the
natural history of co-infected patients who are presenting the first episode of the
disease, as opposed to those who already have several recurrences.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia da associacao leishmaniose visceral e HIV-
1/AIDS (LV/HIV-1)

A leishmaniose visceral (LV, também conhecida pelo nome indiano kala-
azar, calazar) € uma zoonose de evolucdo crénica e envolvimento sistémico,
que se nao tratada, evolui de forma desfavoravel e fatal (Barata et al, 2013). De
acordo com a estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, do inglés
World Health Organization), cerca 400.000 novos casos da doencga ocorrem
anualmente ao redor do mundo, com uma alta endemia no subcontinente
indiano, no oeste da Africa e nas Américas. No entanto, mais de 90% dos
casos estdo concentrados em seis paises, sendo esses: Bangladesh, Brasil,
Etiépia, india, Sud&o e Sul do Sudéo (WHO, 2015).

Nas Americas, 38.808 novos casos de LV foram notificados entre os
anos de 2001 e 2011. Apesar desse numero estar distribuido entre 12 paises,
96% dos casos notificados ocorreram no Brasil (37.503 casos) (Lindoso et al,
2014), afetando primariamente homens (61,7%) e criangcas com idade inferior a
cinco anos (36%) (Brasil, 2014). Segundo o ultimo boletim da Secretaria de
Vigilancia em Saude, foram relatados 3.253 novos casos de LV em 2013, com
incidéncia de 1,6 por 100.000 habitantes (Brasil, 2014). Considerando a
elevada taxa de subnotificacdo de casos e que a LV trata-se de uma doenca
negligenciada, estima-se que esses nameros sejam maiores do que o descrito
no pais, variando em uma faixa realista de 4.500 a 6.800 casos por ano
(Lindoso et al, 2014).

No Brasil, o agente etiologico da LV é a espécie Leishmania
(Leishmania) infantum, transmitida através da picada do flebotomineo da
espécie Lutzomyia longipalpis, vetor da doenga no pais. A raposa
(Lycalopexvetulus e Cerdocyonthous) e o gamba (Didelphis albiventris) s&o
descritos como potenciais reservatoérios silvestres da doenca, enquanto o cao
(Canis familiaris) é considerado o seu reservatorio doméstico, sendo
identificado como a principal fonte de infeccéo para o vetor.

Durante o0 repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado, o vetor

infectado regurgita parte do conteudo do seu tubo digestivo, transmitindo as
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formas promastigotas metaciclicas para este e iniciando, assim, o ciclo de
transmissdo da doenca. Essas formas promastigotas s&o rapidamente
fagocitadas pelas células de defesa do hospedeiro, especialmente macrofagos,
e dentro do vacuolo fagocitico (fagossomo) se diferenciam nas formas
amastigotas. Essas Ultimas irdo se replicar por divisdo binaria e,
posteriormente, infectar novos macréfagos. Dessa forma, a L. (L.) infantum
caracteriza-se como um parasito intracelular obrigatorio, que infecta as células
da linhagem fagocitica mononuclear de mamiferos, dentre eles 0s seres
humanos.

Nas ultimas décadas, as alteracdes ambientais causadas pelo homem,
tais como o desmatamento, o crescimento desordenado das cidades, a
presenca concomitante do Lu. longipalpis e do reservatério doméstico, além
das precéarias condi¢cdes de habitacdo da populacdo, tém contribuido para a
urbanizacdo, expansdo geografica e emergéncia de novos focos da LV no
Brasil. Desta forma, apesar da incidéncia da LV ainda ser consideravelmente
elevada nas areas rurais, a doenca se encontra em constante expansao para
as zonas peri-urbanas e urbanas, muito provavelmente como resultado destas
alteracbes antropogénicas, bem como da intensa migracdo das populagdes
rurais para periferias urbanas (Maia-Elkhoury et al, 2008). Tal fato tem
contribuido cada vez mais para a emergéncia de novos casos de associacao
da doenca com a infeccéo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-
1, do inglés Human Immunodeficiency Virus), e sera dissertado mais adiante.

Paralelamente, dados recentes apontam que cerca de 40 (34.3-41.4)
milhdes de pessoas no mundo estejam vivendo com AIDS, com uma incidéncia
global de aproximadamente 2.0 (1.9-2.2) milhdes de novos casos de infeccéo
em 2014 (WHO, 2015). Apesar desses dados ainda serem alarmantes, tem
sido observado um importante declinio no nimero de casos novos da infec¢cao
guando comparado, por exemplo, aos dados do ano de 2001, quando foram
estimados 3.4 (3.1-3.7) milhdes de novos casos de infectados pelo HIV-1
(WHO, 2015). Simultaneamente, o numero de mortes pela Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) também declinou nos dltimos anos, com 1.2
(1.0-1.5) milhdes de mortes por AIDS em 2014, comparados aos 2.3 (2.1-2.6)
milhdes de 6bitos pela doenca em 2005 (WHO, 2015). Esses dados parecem

ser reflexos do aumento simultaneo da adesao a terapia antirretroviral (TARV),
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a qual vem aumentando a expectativa de vida dos pacientes HIV-1 positivos
(WHO, 2015).

Na América Latina, estimativas recentes apontam que cerca de 1.7 (1.4
— 2.0) milhdes de individuos em todas as faixas etarias estejam infectados pelo
HIV-1. Em 2014, foram notificados aproximadamente 87.000 (70.000 -
100.000) mil novos casos de infeccao (UNAIDS, 2015). O Brasil, por sua vez,
esta andando na contramao do que tém acontecido com a média global, sendo
responsavel por, quase metade desses numeros no continente latino-
americano. O Uultimo Boletim do Ministério da Saude (2015) revelou um
aumento progressivo no nimero de novos casos de infec¢éo pelo HIV-1 entre o
periodo de 2007 a junho de 2015. Por exemplo, em 2007 foram notificados
5.833 casos, ao passo que em 2015, até o més de junho, haviam sido
notificados 9.419 casos, somando-se para periodo cerca de 93.260 novos
individuos infectados pelo virus, no pais. Além disso, desde o inicio da
epidemia de AIDS no Brasil, até junho de 2015, aproximadamente 798.300
casos de AIDS foram notificados.

A epidemia de HIV/AIDS no pais tem se concentrado, principalmente,
em populagdes que vivem em situagdes de vulnerabilidade, como homens que
fazem sexo com homens (HSH), travestis, profissionais do sexo e usuarios de
drogas injetaveis. Além disso, tem sido observado uma constante
heterossexualizacao, feminizacdo, pauperizacao e ruralizacdo da epidemia.

Dessa forma, o aumento da difusdo da infeccdo pelo HIV-1 para as
areas rurais e a constante urbanizacdo da LV podem influenciar de forma
importante a epidemiologia e a histéria natural de ambas as infeccdes. E bem
descrito que a presenca da infeccdo pelo HIV-1 em areas endémicas para LV
aumenta de 100 para 2320 vezes o risco de desenvolvimento de casos
sintomaticos da doenca, aléem de reduzir a probabilidade de uma resposta
terapéutica de sucesso e aumentar a probabilidade de ocorréncia de recidivas
da LV (Alvar et al, 2008; Cota et al, 2011). Diante disso, a associag&o
leishmaniose visceral/HIV-1 (LV/HIV-1) tem emergido como um desafio
importante no controle da LV. Por exemplo, a infeccdo pelo HIV-1 em
individuos expostos a L. infantum aumenta dramaticamente o risco de

progressdo da infeccdo assintomatica para doenca ativa, enquanto que a



presenca simultanea da LV acelera dramaticamente a progresséo da infeccao
pelo virus para a AIDS (Alvar et al, 2008).

Atualmente, a associa¢do LV/HIV-1 tem sido descrita em 35 paises ao
redor do mundo (WHO, 2015), emergindo como uma entidade patolégica grave
em algumas areas do leste da Africa, particularmente no norte da Etiépia (Van
Griensven et al, 2014), bem como em vérias outras regides do mundo. Estima-
se gue um terco dos casos de infecgcdo pelo HIV-1 no mundo ocorra em areas
de risco para a transmissdo de leishmaniose (Leite de Sousa-Gomes et al,
2011). Na América do Sul, por sua vez, o numero de casos da associacao
LV/HIV-1 também se encontra em constante ascensdo, contando com uma
incidéncia de aproximadamente 6% de individuos coinfectados, em 2011 (Van
Griensven et al, 2014). No entanto, € muito provavel que esses dados estejam
subestimados, uma vez que a LV ainda ndo esta inclusa entre as doencas
oportunistas definidoras de AIDS listadas pela OMS e, portanto, dificilmente é
reportada no sistema de notificagbes de casos de AIDS (Pintado & Lopez-
Vélez, 2014). Como ja comentado, a ocorréncia de casos de associacao
LV/HIV-1 tem sido relacionada, principalmente, ao aumento da sobreposi¢ao
geografica de ambas as infecgbes, uma vez que a LV estd cada vez mais
presente nas areas urbanas, e a infeccao pelo HIV-1 se encontra em constante
interiorizacdo no pais (Brasil, 2014).

Em 1990, o Brasil registrou o primeiro caso de coinfeccao
Leishmania/HIV-1 ocorrido nas Américas (Nicodemo et al, 1990).
Posteriormente, em 2003, foi realizado o primeiro estudo de casos
Leishmania/HIV-1 ocorridos no pais, no qual foi demonstrado que 37% dos
pacientes coinfectados avaliados apresentavam a forma visceral da doenca
(Rabello et al, 2003). A partir dessa primeira iniciativa, o Ministério da Saude
fortaleceu os centros nacionais de referéncia em HIV e leishmanioses, a fim de
melhorar o diagnostico precoce e o tratamento adequado para a coinfeccao
Leishmania/HIV-1. De acordo com suas recomendacbes, deve-se oferecer
sorologia para o diagnéstico de infeccdo pelo HIV-1 a todos os pacientes com
LV e leishmaniose tegumentar (LT), independentemente da idade (Brasil,
2011). Em outras palavras, quando um individuo € diagnosticado com LV, ou
LT, um teste rapido para diagnostico da infeccdo pelo HIV-1/2 deve ser

oferecido nas Unidades de Pronto-Atendimento (UPAs) por médicos e/ou
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enfermeiros, independentemente da realizacdo de teste anterior, e com o0s
devidos aconselhamentos pré e pos-teste (Brasil, 2011).

Atualmente, o Brasil é considerado o pais com maior nimero de casos
dessa associacdo0 no continente americano, apresentando um aumento
expressivo desses valores nos ultimos anos. Em 2001, aproximadamente 0,7%
dos casos de LV notificados estavam infectados pelo HIV-1, ao passo que em
2012 esse percentual aumentou consideravelmente para 8,5% dos casos
registrados (Figura 1) (Lindoso et al, 2014). InformacBes mais recentes
apontam que, hoje o pais conte com uma incidéncia de aproximadamente 9,3%
dos casos de associacdo LV/HIV-1 (Maia-Elkhoury, OPAS, comunicagéo
pessoal, 2015). Aliado a esse fato, a distribuicdo epidemiolégica desses casos
ainda tem acompanhado os grupos de risco para a transmissédo do HIV, seja
pela faixa etaria (aproximadamente 37 anos de idade), pelo sexo (91,9% do
sexo masculino) (Rabello et al, 2003), ou por praticas de alto risco para
infeccéo.
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Figura 1. Nameros absolutos e proporcao relativa dos casos de leishmaniose
visceral (LV) notificados que estavam infectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1).
Ndmero e propor¢cdo de casos de associagdo LV/HIV-1 no Brasil referente ao
periodo de 2001 a 2012. Fonte: Lindoso et al., 2014 (Ministério da Saude).



Do ponto de vista clinico, a coinfeccdo pelo HIV-1 acelera o
desenvolvimento da LV ativa, que se manifesta, principalmente, em
decorréncia da grave imunossupressao apresentada pelos pacientes de HIV-1,
aumentando a significancia epidemiolégica dos casos assintomaticos
(Griensven et al, 2014). Dessa forma, a associa¢cdo com o HIV-1 tem resultado
em um aumento na taxa de letalidade da LV, além de aumentar de 3 a 5 vezes
a predisposicdo a recidivas da doenga, em comparagdo aos individuos
negativos para a infeccdo pelo HIV-1 (Lindoso et al, 2014). Por outro lado, o
desenvolvimento da LV pode intensificar o status de imunossupresséo
apresentado pelos pacientes infectados pelo HIV-1, fazendo com que esses
progridam mais rapidamente para a AIDS. Adicionalmente, o grave
comprometimento imunolégico na coinfecgdo Leishmania/HIV-1 pode fazer
com que esses individuos desenvolvam, com certa frequéncia, manifestacées
clinicas incomuns e/ou disseminadas da doenca para sitios atipicos, como
pele, tratos gastrointestinal, respiratério, cardiaco, renal, entre outros (Santos-
Oliveira et al, 2011; Vyas & Shah, 2011; Celesia et al, 2014), comprometendo
ainda mais o estado geral do paciente coinfectado. Por fim, a associacéo
LV/HIV-1 se apresenta de forma peculiar ndo apenas clinicamente, mas
também em termos de perfil de diagnéstico laboratorial, de resposta ao
tratamento especifico e, como mais recentemente observado, em termos do

desenvolvimento da resposta imunoldgica.

1.2 Imunopatogénese da leishmaniose visceral (LV)

De modo geral, as leishmanioses séo classificadas clinicamente em
leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar americana (LTA), essa
ultima podendo se apresentar em trés formas clinicas diferentes: leishmaniose
cutanea (LC), leishmaniose cutanea-difusa (LCD) e leishmaniose mucosa (LM).
Este estudo teve como foco principal a imunopatogénese da forma visceral da
doencga, e da sua associagdo com o HIV-1.

Sendo assim, a LV caracteriza-se como uma forma sistémica das
leishmanioses, uma vez que as formas amastigotas de L. (L.) infantum e L. (L.)
donovani (no Velho Mundo) apresentam acentuado tropismo pelo sistema

fagocitico mononuclear do bacgo, figado, medula 6ssea e linfonodos. O fato do
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parasito residir, primariamente, dentro de macrofagos presentes nestes 0rgaos
faz com o curso da doenca evolua com um comprometimento subjacente dos
mecanismos imunolégicos de defesa do hospedeiro (Cruz et al, 2006). Desse
modo, um paciente com LV apresenta sinais e sintomas como febre persistente
de baixo grau, caquexia, pancitopenia, hipergamaglobulinemia e a classica

hepatoesplenomegalia (Figura 2).

Figura 2: Manifestagbes clinicas da leishmaniose visceral. Pacientes com
leishmaniose visceral apresentando hepatoesplenomegalia caracteristica da doenca
(Brasil, 2006).

Neste contexto, a imunopatogénese da LV torna-se bastante complexa,
envolvendo o comprometimento de diferentes 6rgdos do sistema imune e,
consequentemente, levando a importantes alteracbes em  outros
compartimentos. A principio, a infeccdo de macrofagos pela L. infantum
acarreta em uma reposicao dessa linhagem celular pela medula 6ssea. Em
consequéncia, a producdo de outras células como eritrécitos, plaquetas e até
mesmo de progenitores de linfocitos T sofre um importante desvio, o que leva
ao aparecimento de sinais caracteristicos da doenca, como anemia,
hemorragias e de um grave comprometimento da resposta imune celular (Saha
et al, 2006). Tal fato faz com que a LV evolua com uma intensa
imunossupressao da resposta imune especifica para o parasito.

Assim, a natureza supressora da resposta imune durante a LV ativa
seria principalmente especifica para antigenos de Leishmania, uma vez que
testes de hipersensibilidade do tipo tardia (teste de Montenegro) para esses
antigenos apresentam-se negativos (Goto & Prianti et al, 2009). Além disso, ja

foi descrito uma perda da capacidade proliferativa de células T e uma
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deficiéncia na producdo de citocinas, como IL-2 e IFN-y, em resposta a
estimulacao in vitro com os antigenos do parasito (Carvalho et al, 1985, 1989).
No entanto, esse prejuizo na resposta imune celular parece ser revertido apés
o término do tratamento especifico, através da restauracdo da producdo de
IFN-y e da capacidade linfoproliferativa. Ainda assim, 0s mecanismos que
conduzem a imunossupressao na LV ainda sdo amplamente desconhecidos,
embora se tenha a conviccdo de que antigenos de L. infantum sejam cruciais
nesse processo.

Apesar desse grave comprometimento da resposta imune efetora na LV,
0 conceito de que a doencga cursa com um intenso grau de ativacao do sistema
imune é cada vez mais consistente (Goto & Prianti, 2009; Santos-Oliveira et al,
2011). Um estudo recente sugeriu que o substrato patogénico na LV deve
incluir uma resposta inflamatdria sistémica exacerbada, mediada por citocinas
inflamatorias, que estd associada a faléncia multipla dos 6rgéos, fazendo dessa
doenca algo muito similar ao que ocorre na sepse, na malaria e em outras
doencas inflamatérias (Costa et al, 2010; Costa et al, 2013). Além disso, tem
sido descrita uma intensa ativacéo policlonal de células B, de modo que altos
titulos de anticorpos, sejam inespecificos ou mesmo anti-Leishmania, sdo
caracteristicos da doenca ativa no soro de pacientes com LV (Galvao-Castro et
al, 1984; Saha et al, 2006; Goto & Lindoso, 2009).

Apesar dos niveis elevados de citocinas do tipo 2 serem observados
nos individuos com LV (Peruhype-Magalhaes et al, 2006), um padrdo misto de
resposta dos perfis Thl e Th2 tem caracterizado a fase ativa da doenca (Goto
& Lindoso, 2004), de modo que muitos estudos tem descrito que pacientes com
LV ativa apresentam niveis significativamente elevados de citocinas como IFN-
v, TNF-a, IL-4 e IL-10 no soro, comparados com pacientes assintomaticos ou
individuos saudaveis (Ansari et al, 2006; Khoshdel et al, 2009, Andrade-Costa
et al, 2012).

A presenca de niveis elevados de IFN-y em pacientes com LV ativa
sugere que suas fontes de producdo possam ser os 6rgdos linfoides, onde os
parasitos proliferam (Goto & Prianti, 2009), podendo estar relacionada com
importantes alteragfes fisiopatoldégicas encontradas durante a doenca ativa.

Entretanto, o aumento simultaneo dos niveis de IL-10 também na fase ativa da



doenca parece mascarar a resposta pro-inflamatoria do IFN-y. Tal fato faz da
IL-10 uma das principais citocinas envolvidas no estabelecimento e progressao
da LV, além de ser apontada como um importante fator para a sobrevivéncia e
persisténcia do parasito no interior de macréfagos (Andrade-Costa et al, 2012).
Adicionalmente, tem sido descrito que existe um sinergismo entre a IL-10 e a
IL-4, uma citocina que também pode agravar 0 cenario imunossupressor.
Desse modo, altas concentracdes de IL-10 e IL-4 podem inibir a expansao de
células T do perfil Thl, além de promover a desativacdo do potencial
leishmanicida de macréfagos (Carvalho et al, 1994; Andrade-Costa et al, 2012),
comprometendo de forma importante os mecanismos efetores de combate ao
parasito.

Além disso, essa intensa resposta inflamatoria sistémica foi
recentemente associada a gravidade da LV, estando relacionada com a
ocorréncia de complicacdes fatais da doenca, como a coagulacao intravascular
disseminada (Costa et al, 2013). Nesse estudo, foi demonstrado que maiores
concentracbes de citocinas como IL-6, IL-8 e IFN-y precediam o O6bito de
pacientes com LV ativa, além de estarem correlacionadas com parametros
clinicos e laboratoriais associados com a LV grave, quando aliadas aos niveis
também elevados de TNF-a e IL-13 (Costa et al, 2013). Esses resultados
reforcaram a hipotese de que a letalidade da LV é, muito comumente, o reflexo
de uma resposta inflamatéria sistémica exacerbada, e que uma terapia anti-
citocinas, por exemplo, poderia ser testada como uma terapia adjuvante para
as formas mais graves da doenca em modelos animais (Carvalho et al, 1994,
Costa et al, 2013).

Adicionalmente, ja foi descrito que individuos que apresentam LV
autorresolutiva ou mesmo aqueles que sdo submetidos a quimioprofilaxia bem-
sucedida, manifestam uma resposta de hipersensibilidade tardia mediada por
células e, ainda, sdo capazes de apresentar maiores propor¢coes de células T
CD4" especificas com perfil Thl (Goto & Lindoso, 2004; Saha et al, 2006). Isso
sugere que uma possivel mudanca para esse perfil de resposta poderia
contribuir para a resolugdo da infec¢cdo na LV. Tal fato j4 foi demonstrado
através da combinacao de citocinas, como IL-2 e INF-y exdgenos, que parecem
restaurar a resposta linfoproliferativa, da mesma forma que a combinacéo de

anti-IL-4 e anti-IL-10 n&o sO parece ser capaz de restaurar essa resposta, como
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também a producédo de IFN-y em culturas de células de pacientes com LV
(Carvalho et al, 1994).

Embora existam evidéncias de que os componentes do proprio parasito
desempenham um papel crucial sobre a ocorréncia dessas anormalidades em
pacientes com LV ativa, 0s mecanismos precisos envolvidos nessas alteracdes
ainda permanecem desconhecidos. Considerando que ja foi evidenciada a
presenca de formas amastigotas em células do tecido linfoide associado a
mucosa (Luz et al, 2010) e que a LV cursa com um intenso grau de ativagao
celular e comprometimento imunoldgico, cogitou-se que a translocacao de
produtos microbianos do lumen intestinal para a corrente sanguinea poderia
estar envolvida nesse processo crbénico. De fato, assim como ja foi observado
em outras infeccdes que também cursam com um intenso grau de ativacgéo,
entre elas a infeccdo pelo HIV-1 (Brenchley et al, 2006), um estudo prévio do
NOSSO grupo investigou a presenca de produtos microbianos na circulacdo de
pacientes de LV durante e ap0s a doenca ativa (Santos-Oliveira et al, 2011).
Estes pacientes apresentaram niveis elevados de lipopolissacarideo (LPS) e
seu receptor, a molécula de CD14 soluvel (sCD14), em paralelo a percentuais
elevados de linfécitos T ativados, definidos através da expressdo de HLA-DR
(Santos-Oliveira et al, 2011). Esses resultados estavam relacionados com a
intensa imunossupressdo desses pacientes, levantando a hipétese de que
outros mecanismos, além da presenca de L. infantum, poderiam estar
associados ao grau de comprometimento imunoldgico desses individuos.

Finalmente, outros trabalhos j4 tém descrito uma relacdo entre esse
status de ativacdo na LV e a consequente exaustdo crénica do sistema imune.
Essa exaustdo pode ser identificada através do aumento da expressao de
moléculas com atividade inibitoria, como PD-1 e CTLA-4, que regulam
negativamente a ativacdo de células T, além de consistirem em marcadores
caracteristicos de anergia/exaustao de células T durante infec¢bes cronicas
(Gautam et al, 2013). A exaustdo na LV tem sido descrita em ambas as
subpopulacdes de linfécitos T, sendo caracterizada por um prejuizo funcional
caracterizado por uma diminuicdo na capacidade proliferativa dessas células
em resposta aos antigenos de L. infantum, bem como na produgdo de

citocinas, como IFN-y, apds o estimulo antigénico (Esch et al, 2013).
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1.3 Imunopatogénese dainfeccédo pelo HIV-1

O HIV-1 (género Lentivirus, familia Retroviridae, subfamilia Lentivirinae)
€ um virus formado por um nucleo protéico contendo duas cépias idénticas de
RNA de 9,2 kb, que constituem seu genoma, e por enzimas virais (transcriptase
reversa, integrase e protease) que s&o cruciais para o processo de replicacao
viral. Tais componentes sao envolvidos por um envelope lipoprotéico, no qual
se inserem as proteinas gp120 e gp4l, que desempenham papéis importantes
durante a infeccdo das células-alvo. O HIV-1 tem como alvo as células que
expressam em sua superficie a molécula CD4, como mondcitos, macréfagos,
células dendriticas e células microgliais do sistema nervoso central, mas
principalmente os linfécitos T CD4". No inicio do ciclo replicativo, ocorre a
ligacdo da proteina gp120 do envelope viral a molécula de CD4 da célula-alvo.
Apds essa interacao inicial, uma regido especifica da gp120, a al¢ca V3, torna-
se exposta e apta a ligacdo aos correceptores (receptores de citocinas),
principalmente CCR5 e CXCR4. Esses correceptores permitem ndo sO a
infeccdo de linfocitos T CD4", bem como de células centrais para a
apresentacao de antigenos, como macréfagos e células dendriticas. Possuindo
essas células papéis fundamentais no estabelecimento de uma resposta imune
adaptativa funcional, reside na alteracdo de seus potenciais qualitativo e
quantitativo, em especial dos linfécitos T CD4", o processo de
imunopatogénese associada a imunossupressao da infec¢éo pelo HIV-1.

A maioria dos individuos positivos para o HIV-1, na auséncia da terapia
antirretroviral combinada altamente potente, a TARV, leva, em média, cerca de
10 anos para apresentar os sintomas definidores de AIDS e sdo chamados de
progressores tipicos (Pantaleo & Fauci, 1996). No entanto, os mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos nesta progressao para a AIDS ja se iniciam nas
primeiras semanas pos-infeccao.

Dessa forma, refletindo o padrdo classico apresentado por individuos
infectados pelo HIV-1 em auséncia de TARV, o curso clinico natural da
infeccdo pelo HIV-1 é marcado por diferentes fases (Lewis, 2013), como pode
ser observado na Figura 3. Uma fase inicial de aquisicdo, também conhecida
como fase eclipse, a qual engloba eventos que seguem desde a exposi¢ao ao

virus até o aparecimento da primeira viremia (niveis de RNA plasmatico),
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detectavel por ensaio Vviroldégico ultrassensivel. Essa fase perdura por
aproximadamente 10 dias, e é neste periodo que provavelmente, o virus
estabelece os reservatorios virais em células T CD4" resting de memoria. Além
disso, nesta etapa da infeccdo surgem os sintomas retrovirais agudos,
semelhantes aqueles presentes na mononucleose ou em outras viroses. Logo
apos a fase eclipse, os niveis de RNA viral aumentam exponencialmente,
caracterizando uma expansdo e disseminacdo sistémica do virus,
acompanhados por uma queda drastica nas contagens de linfocitos T CD4"
circulantes. Cerca de 28 dias depois, verifica-se uma diminui¢cdo da carga viral,
devido ao controle imunolégico inicial e o estabelecimento de um plateau (set
point viral), o qual pode durar por muitos anos. Com o controle da viremia pos-
infeccdo, inicia-se a fase cronica da infeccdo pelo HIV-1, clinicamente
assintomatica, que permanece até que esse controle viral seja perdido e que se
tenha o aparecimento das doencas definidoras de AIDS. Este periodo, que
pode perdurar por muitos anos, € caracterizado por uma perda lenta e
progressiva dos linfécitos T CD4", com simultanea expansio de células T CD8"
ativadas, que a principio mantém a homeostase no numero de linfécitos T
totais e continuos danos ao sistema imune. Eventualmente, o controle da
replicacdo viral é perdido, levando novamente ao aumento da viremia, a
intensificacdo no declinio de células T totais e comprometimento do estado
geral do individuo infectado que, em consequéncia, progride para a AIDS. O
aparecimento e/ou reaparecimento de infecgdes oportunistas, assim como da
LV, é favorecido por esse quadro de imunodeficiéncia grave. Dessa forma, a
auséncia da TARV nessa fase da infeccdo pode culminar no 6bito do individuo

infectado.
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Figura 3: Curso clinico natural da infec¢cdo pelo HIV-1 na auséncia de
TARV. Na abscissa, o tempo 0 indica o dia de exposi¢cao ao virus. A fase
eclipse corresponde ao periodo que vai da infeccdo pelo HIV-1 (0) até a
primeira viremia detectavel (To). Modificado de Lewis, 2013.

Diante deste cenario, sabe-se que a infec¢cdo pelo HIV-1 compromete
gravemente o sistema imunolégico do hospedeiro, levando o individuo
infectado a ser mais vulnerdvel a uma variedade de outras doencas
infecciosas, e estando as leishmanioses incluidas. Isso ocorre pelo fato dos
linfocitos T CDA4", principais alvos da infec¢do, desempenharem um papel
central no desenvolvimento da resposta imune especifica contra o virus. Assim,
a perda progressiva no numero dessas células favorece o estabelecimento
desse quadro de imunodeficiéncia grave observada nos pacientes infectados
(Douek et al, 2002). Tal fato faz com que o monitoramento das contagens
absolutas de linfocitos T CD4", aliada aos niveis de carga viral, seja o principal
parametro imunoldégico utilizado no acompanhamento da infecgéo pelo HIV-1 e
da sua progresséao para AIDS. Adicionalmente, esses parametros, em especial

os niveis de células T CD4", tém sido decisivos ao longo das ultimas décadas

13



para a indicacdo de submissdo a TARV, bem como as profilaxias especificas
para as doengas oportunistas, além de permitir a avaliagdo da reconstituicdo
imune pos-tratamento nos pacientes infectados (Miller et al, 1999).

Os mecanismos precisos envolvidos na destruicdo progressiva dos
linfocitos T CD4", embora intensamente investigados, ainda ndo foram
completamente elucidados. J4 foi demonstrado em alguns trabalhos que a
infeccdo e morte direta das células T CD4" pelo virus contribuem apenas
parcialmente para essa deplecdo, uma vez que o HIV-1 ndo € um virus litico
(Douek et al, 2002). Isso pode ser visualizado uma vez que, mesmo com a
submissdo a TARV e com niveis indetectaveis de carga viral, a reconstituicao
imunoldgica dos individuos infectados pode ser deficiente e incompleta. A partir
dai, passou-se a sugerir que os efeitos sobre o sistema imune que estavam
indiretamente relacionados a infeccéo viral também eram importantes. Dentre
esses mecanismos, aponta-se o sequestro de células T para os 0Orgdos
linfoides secundérios, que conduz a uma aparente perda de células T na
periferia e, consequentemente, a mudancas no numero e propor¢cdo de suas
subpopulacdes na circulacdo. Além disso, outro mecanismo amplamente
considerado como um dos responsaveis pela continua deplecdo de células T
CD4" é a intensa ativacdo do sistema imune. O grau de ativacdo apresentado
por individuos infectados pelo HIV-1 tem sido caracterizado como um preditor
de progressdo para AIDS, independente da deplecdo das células T CD4*,
sobretudo em pacientes nao tratados (McCune, 2001).

Atualmente, é amplamente aceito que esse processo de ativacdo esta
diretamente relacionado a perda progressiva de células T CD4" e,
consequentemente, a intensa imunossupressao e progressao para a AIDS
(Douek, 2013). A principio, tal ativacdo celular parece néo diferir daquela
observada em outras infec¢des sistémicas, a qual reflete a montagem de uma
resposta imune antiviral. Entretanto, na infeccado pelo HIV-1, esse status de
ativacdo persiste indefinidamente, ao passo que nas demais infeccdes ela
declina ou é adequadamente controlada (Picker, 2006).

Esse ambiente de desorganizacdo do sistema imune nos individuos
infectados pode ser reconhecido através de uma variedade de alteracOes
fenotipicas observadas para as células T, como o aumento da expressao de

moléculas de superficie associadas a ativagdo do sistema imune (Giorgi et al,
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2002; Benito et al, 2004). Essa expressao, em especial das moléculas CD38 e
HLA-DR, estd associada a progressédo da infec¢cédo pelo HIV-1 para a AIDS, e a
avaliacdo periddica desse fenétipo pode auxiliar no monitoramento da infeccao.
A molécula CD38 € uma ectoenzima multifuncional envolvida na regulacdo de
calcio intracelular, de modo que sua diminuicdo estaria relacionada com
respostas imunolégicas prejudicadas e distdrbios metabdlicos. Em
contrapartida, o aumento da expressdo de CD38 na superficie celular é
descrito como um indicador de ativacao celular, que ndo esta apenas ligado a
infeccdo pelo HIV-1, mas também a neoplasias de células B, tumores sdlidos e
diabetes tipo 2 (Quarona et al, 2013).

Estudos tém demonstrado que a expressido de CD38 em células T CD8",
bem como a coexpressdo CD38/HLA-DR aumenta progressivamente com o
avanco da doenca na infec¢do pelo HIV-1, e que esse aumento esta associado
com o declinio de células T CD4" totais e aumento da carga viral plasmatica
(Benito et al, 2004; Sauce et al, 2013), além de aumentar em duas vezes mais
0 risco relativo de progressdo para a doenca (Karim et al, 2012). A ativacéo
cronica nao-especifica, vista através da hiperexpressdo desses marcadores,
sobretudo em linfocitos T CD8*, parece também estar relacionada com um
aumento na producdo de citocinas pro-inflamatorias e com uma indugéo de
alteracdes histoldgicas nos nddulos linfoides. Tal fato pode prejudicar de forma
progressiva a organizagdao funcional do sistema imune, reduzindo sua
capacidade regenerativa e favorecendo a evolucéo viral, 0 que pode resultar na
progressao mais rapida para AIDS (Bartovska et al, 2011).

Varios mecanismos podem contribuir para esse status de ativacdo na
infeccdo pelo HIV-1, sejam eles direto ou indiretamente relacionados ao virus.
Dessa forma, além da propria estimulacdo antigénica através da replicacao
viral, niveis elevados de citocinas pré-inflamatérias, tais como TNF, IL-6, IL-13
e quimiocinas, como RANTES, MIP-1a e MIP-13 ja foram diretamente
implicados nesse processo (Connoly et al, 2005; Vandergeeten et al, 2012;
Nasi et al, 2014), consistindo em fatores indiretamente relacionados a infeccéo
viral.

Estudos in vivo e in vitro tém apontado as citocinas como importantes
cofatores que regulam os mecanismos imunoldgicos e viroldgicos associados

com a persisténcia viral e o grau de ativacdo na infeccdo pelo HIV-1
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(Vandergeeten et al, 2012). Desse modo, citocinas anti-inflamatorias podem
contribuir para o estabelecimento da laténcia viral por diminuir os niveis de
ativacdo e a replicacdo do virus, criando a condicdo imuno-virologica
necessaria para a persisténcia de um pool de células T CD4" infectadas
latentes (Stacey et al, 2009). Em contrapartida, os niveis elevados de citocinas
pro-inflamatdrias podem favorecer a persisténcia viral por contribuir para a
manutencao da replicacdo em baixos niveis nos tecidos linfoides, mesmo apoés
longo periodo de TARV (Chun et al, 1998). Dessa forma, enquanto a inibicao
da replicacao consiste em um pré-requisito para o estabelecimento de laténcia,
os efeitos opostos podem contribuir para persisténcia do virus por promover a
replicacdo viral continua em baixos niveis nos reservatorios anatdmicos do
HIV-1.

Adicionalmente, a passagem de produtos microbianos de origem luminal
para a circulacdo também é considerada um mecanismo central para a
patogénese da infeccao pelo HIV-1 (Brenchley et al, 2006; Klatt et al, 2013), e
para o grau de ativacdo do sistema imune. De fato, durante a fase aguda da
infeccdo pelo HIV-1 em humanos, e pelo SIV (virus da imunodeficiéncia simia)
em macacos Rhesus, tem sido demonstrado que o trato gastrointestinal é
particularmente afetado pela prépria replicacédo viral e pela intensa ativacdo do
sistema imune (Brenchley et al, 2006). Isso se da pelo fato de que, logo na fase
aguda inicial da infeccdo, ocorre uma destruicdo massiva de células T
CD4*CCR5" de memoria presentes na mucosa intestinal, como resultado direto
da infeccdo pelo virus, mas que se mantém de forma constante durante todo o
curso da doenca (Brenchley & Douek, 2008). Devido a essa deplecdo das
células T CD4" no trato gastrointestinal, e a outros danos observados no tecido
linfoide associado a mucosa (Brenchley & Douek, 2008), a translocacdo
microbiana vem sendo considerada um importante mecanismos
imunopatogénico que contribui para esse processo de ativacdo imune (Douek,
2007). Desse modo, microorganismos, sobretudo bactérias gram-negativas
presentes no liumen intestinal, e produtos microbianos derivados das mesmas
seriam translocados para a circulacdo sistémica. Tal fenbmeno pode ser
identificado por um aumento dos niveis plasmaticos de LPS nos individuos
infectados pelo HIV-1 (Brenchley et al, 2006). Esses componentes bacterianos

podem estimular as células da imunidade inata por meio dos seus ligantes de
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receptores tipo-Toll (Gioannini et al, 2007). O LPS, por exemplo, liga-se ao seu
receptor CD14 soluvel ou de membrana e, por sua vez, ao complexo TLR4-
MD2, o qual culmina com a ativagao do fator transcricional NF-KB e com a
producao de citocinas inflamatdrias como IL-6, IL-13, TNF e IFN do tipo I. Estas
contribuirdo para a persistente ativagcdo imune observada durante a fase
cronica da infeccao pelo HIV-1 (Miller et al, 2005, Gioannini et al, 2007).

De fato, niveis aumentados de LPS foram observados em pacientes
infectados pelo HIV-1 na fase cronica comparados aos individuos sadios e
agueles na fase aguda da doenca. Estes niveis de LPS foram associados aos
niveis de sCD14, aos niveis plasmaticos da citocina pro-inflamatéria IFN-a e ao
percentual de linfocitos T com fendtipo ativado (Brenchley et al, 2006). Mais
recentemente, verificou-se que o0s niveis de sCD14 podem predizer a
mortalidade em pacientes infectados pelo HIV-1 sob TARV, independente das
contagens de T CD4" e da carga viral (Sandler et al, 2011). Além disso, a
quantificacdo do DNA ribossomal 16S de bactéria também vem sendo utilizada
como um importante indicador de translocacdo microbiana e de ativacdo imune
sistémica (Jiang et al, 2009).

Em adicdo a progressiva deplecao e disfuncéo de células T, a infeccéo
pelo HIV-1 também cursa com um extenso comprometimento no braco humoral
do sistema imune. Dessa forma, a infec¢cdo pelo virus tem sido associada a
numMerosos aspectos que caracterizam a disfuncdo do compartimento imune de
células B. Essas caracteristicas incluem o aumento da expressdo de
marcadores de ativagédo (CD70, CD71, CD80 e CD86), hipergamaglobulinemia
e intensa ativacao policlonal de células B (Siewe & Landay, 2012), bem como
perturbacdes em diversos subtipos de linfécitos B (Moir & Fauci, 2009) e
secrecao de citocinas pré-inflamatorias (Siewe & Landay, 2012).

Adicionalmente, o turnover aumentado de células B induzido pelo HIV-1,
ou seja, 0 aumento da proliferacdo, da diferenciacéo e da morte celular, conduz
a uma alta frequéncia de plasmadcitos de vida-curta, que sao provavelmente
responsaveis pela hipergamaglobulinemia observada nos individuos infectados
(Moir & Fauci, 2009). Tais achados sé&o subjacentes a outras manifestacoes
resultantes da replicacdo viral persistente, como a elevada frequéncia de

células B hiperativadas e células B exaustas (Moir et al, 2008; Moir & Fauci,
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2009), o que reflete mais uma vez esse status cronicamente ativado da
infecgao pelo HIV.

N&o como uma causa, mas como uma consequéncia dos sucessivos
momentos de ativacdo celular ao longo da vida, verifica-se com o
envelhecimento, um processo natural do organismo, a deterioracdo da
competéncia imune. Esse processo explica, em parte, a morbi-mortalidade
aumentada em individuos idosos imunocompetentes, ndo acometidos por
imunodeficiéncias de qualquer natureza. Por analogia, o intenso grau de
ativacdo imune observado na infeccéo pelo HIV-1 vem sendo considerado um
possivel fator acelerador do envelhecimento do sistema imunoldgico, fazendo
com que individuos infectados exibam de forma mais grave e antecipada,
caracteristicas imunologicas apresentadas apenas por adultos em idades mais
avancadas. Este processo denomina-se imunosenescéncia e pode se
manifestar de maneira clonal e/ou global (Appay et al, 2007).

A ativacdo imune cronica e o processo de inflamacdo vém sendo cada
vez mais associados, ndo apenas a deplecdo de células T CD4", mas também
a esse envelhecimento sistémico, que resulta na deterioracdo de diversas
funcbes fisioldégicas em individuos infectados pelo HIV-1, bem como em idosos
imunocompetentes (Appay & Sauce, 2008). Em resposta a diversas infecgdes e
danos teciduais, citocinas pré-inflamatérias, tais como TNF, IL-1B e IL-6, sdo
produzidas e secretadas, constituindo-se em uma complexa cascata inicial de
destruicdo de patdgenos e reparo tecidual, que atua como uma resposta
natural do organismo a essas situacdes de estresse. No entanto, na infeccao
pelo HIV-1 ocorre a produ¢do e/ou o acumulo excessivo desses mediadores, 0
gue acarreta em um grave comprometimento imunolégico. Tais fatores também
podem ser encontrados em altas concentracdes no sangue de idosos,
desempenhando um papel crucial no processo de envelhecimento, uma vez
que estdo associados ao aparecimento de diversas doencas relacionadas ao
avanco da idade. Esse processo é conhecido como um envelhecimento
inflamatoério, sendo caracterizado pela hiperregulacdo de respostas anti-
estresse e producdo de citocinas pro-inflamatérias (“inflamaging”). O
envelhecimento inflamatério, aliado ao processo de imunosenescéncia, tem
sido descrito por agravar o grau de imunodeficiéncia na infec¢do pelo HIV-1
(Appay & Sauce, 2008; Deeks, 2013).
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Adicionalmente, a ativacdo crbnica do sistema imune observada na
infecgao pelo HIV-1 vem sendo descrita como uma das principais causas da
proliferacdo celular acelerada, expansdo e morte de células T, inclusive de
células especificas ao virus (Grossman et al, 2006). Embora seja
constantemente debatida a dindmica do turnover de células T, o consenso
geral € que o tempo de vida de ambas as subpopulacdes de linfécitos T CD4" e
T CD8" diminui em aproximadamente trés vezes em individuos positivos para o
HIV-1, quando comparados aqueles ndo infectados pelo virus (Appay &
Rowland-Jones, 2002). Dessa forma, apesar da intensa proliferacdo mediante
ao processo de ativacao celular, o tempo de vida limitado das popula¢des de
linfécitos T conduz, de forma precoce, a um estado de senescéncia replicativa
na infeccdo pelo HIV-1, que estad diretamente relacionado ao numero de
divisdes celulares. Esse fenbmeno caracteriza-se pela presenca de inUmeros
clones de células T CD4" e T CD8" terminalmente diferenciados, reconhecidos
pelo fendtipo CD27°CD28" (Papagno et al, 2004). Essas subpopulacdes tendem
a perder a capacidade de secretar citocinas, como IL-2 e IFN-y, apresentam
menor diversidade em seu repertério de receptores celulares (TCR) e maior
suscetibilidade a morte induzida por ativacdo (Appay et al, 2007). Neste
cenario, o individuo pode perder o controle da resposta imune ao virus, ou
ainda, progredir mais rapidamente para a AIDS (Nasi et al, 2014).

Além disso, o processo de senescéncia replicativa também pode ser
identificado através da expressao da molécula CD57 na superficie das células
T (Brenchley et al, 2003, Chou & Effros, 2013), bem como através da perda da
capacidade replicativa das células in vitro frente a mitbgenos (Brenchley et al,
2003; Sauce et al, 2013). Além disso, o comprimento do telémero da
subpopulacéo de linfécitos T CD8" ¢ significativamente encurtado em pacientes
infectados pelo HIV-1 (Appay & Rowland-Jones, 2002), o que também deve
contribuir com uma diminuicdo da capacidade proliferativa dessas células.

A principio, o sistema imune deveria ser capaz de substituir esse pool
celular altamente diferenciado, bem como de compensar a perda de células T
CD4" depletadas, liberando para a periferia um repertério celular com novas e
diferentes especificidades. Entretanto, outra importante consequéncia desse
processo de ativacdo é a exaustdo dos recursos imunes primarios (Appay &

Sauce, 2008). De forma subjacente a esse processo, a producdo de células T
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CD4" naive ndo € mais suficiente para compensar a destruicdo destas células
pela infeccdo, o que pode ser resultado de uma disfungéo a nivel timico (Douek
et al, 1998; Molina-Pinelo et al, 2009), conduzindo a uma diminuicdo da
geracdo de novas células T para a periferia. Por outro lado, observa-se um
aumento modesto na saida de linfécitos T CD8* para periferia (Appay &
Rowland-Jones, 2002), que resulta na baixa razdo de linfécitos T CD4*/CD8",
caracteristica de individuos infectados (Serrano-Villar et al, 2014). No entanto,
acredita-se que a maioria dessas células T CD8* corresponda a clones com
fendtipo de células terminalmente diferenciadas.

E importante ressaltar que a TARV, um dos maiores avangos na
medicina moderna, ndo é capaz de restaurar totalmente a saude dos individuos
infectados, uma vez que esses persistem com o grau de ativacdo imune e
continuam apresentando risco elevado de morbidade e mortalidade quando
comparados a populacdo geral. Nesse contexto, um risco aumentado da
ocorréncia de um novo conjunto de complicacdes, denominadas eventos néo-
AIDS, emergiu em individuos infectados pelo HIV-1 sob uso prolongado da
TARV e transformou essa infeccdo em uma doenca cronica. Estas
complicagbes ndo-AIDS incluem as doengas cardiovasculares, malignidades
nao-AIDS, falha renal, falha hepatica, osteopenia ou osteoporose e desordens
neurocognitivas. Os exatos mecanismos responsaveis por esse [risco
aumentado de eventos nao-AlIDS estdo longe de serem completamente
esclarecidos, mas acredita-se que tais complicacdes também possam estar
associadas a ativagdo aumentada do sistema imune e a inflamagéo (Desai e
Landay, 2010).

Como pode ser observado até o momento, pacientes infectados pelo
HIV-1 vivenciam um circulo vicioso, que vai desde a baixa reconstituicdo
imune, até o intenso grau de ativacdo celular e status inflamatorio, alcangando
o fenbmeno de imunosenescéncia. Juntos, esses fatores irdo comprometer de
forma importante a resposta imune efetora destes pacientes, fazendo-os mais
suscetiveis ao surgimento de outras doencas infecciosas, dentre elas a LV. Tal
associacao pode, por sua vez, agravar o comprometimento imunolégico desses
pacientes, acelerando ainda mais o0 processo de ativacdo celular e o

envelhecimento da populagéo de células T.
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1.4 Imunopatogénese da associacdo leishmaniose visceral/HIV-1
(LV/HIV-1)

Diante de tudo que ja foi descrito, no que se refere a imunopatogenia da
LV e da infeccdo pelo HIV-1 especula-se que os disturbios imunolégicos
causados por ambas as enfermidades podem afetar de modo reciproco os
pacientes coinfectados. Além disso, a intensa ativacdo crbnica do sistema
imune aliada a resposta pro-inflamatéria pode apresentar-se de forma
potencializada na associacdo LV/HIV-1, agravando a condicdo clinica dos
pacientes coinfectados.

A imunopatogénese das infec¢cbes causadas pelo HIV-1 e pela
Leishmania infantum é profundamente dependente da resposta imune
especifica. Desse modo, em um cenéario de coinfeccdo Leishmania/HIV, a
desregulacéo do sistema imunolégico e a deplecdo do repertdrio de linfocitos T
especificos, provocados pelo HIV-1, comprometem os mecanismos de controle
da replicacdo do parasito, contribuindo, assim, para a progressdo da
leishmaniose. Esse fato pode explicar a explosdo de casos de recidivas da
doenca, observada em areas com uma alta prevaléncia dessa associacao
(Cota et al, 2011).

A introducdo da TARV tem reduzido a incidéncia de infeccBes
oportunistas, bem como das leishmanioses, em pacientes de HIV-1/AIDS, por
permitir uma melhora imunoldgica nesses individuos (Demarchi et al, 2012).
Estudos recentes tém demonstrado que os antirretrovirais da classe de
inibidores de protease (IPs) apresentam efeitos inibitérios sobre formas
evolutivas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis, impedindo a replicacéo
das formas promastigotas e a proliferacdo das amastigotas no interior dos
macréfagos, bem como o desenvolvimento de lesdo em camundongos
infectados (Demarchi et al, 2012). De forma interessante, esses efeitos
inibitérios dos IPs também ja foram observados in vitro sobre as formas
evolutivas de L. infantum, porém apenas quando essas eram isoladas de
pacientes que nao faziam uso da TARV. Em outras palavras, quando a cepa de
L. infantum era isolada de pacientes coinfectados submetidos a TARV, nenhum
efeito inibitério dos IPs pode ser observado sobre as formas evolutivas do

parasito (Santos et al, 2013).
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Apesar dessas acdes da TARV sobre a diminui¢do da incidéncia de LV
por L. infantum ja terem sido bem evidenciadas, a terapia parece nao ser capaz
de prevenir as frequentes reativacdes, principalmente da forma visceral da
doenca (Casado et al, 2001; Alvar et al, 2008). Essa ocorréncia de reativacdes
da LV, mesmo na presenca da TARV e carga viral indetectavel, tem contribuido
para a hipétese de que a manutencédo do tratamento anti-Leishmania, através
da profilaxia secundaria, poderia ser eficaz em diminuir a média de recidivas da
doenca nesses pacientes LV/HIV-1 (Cota et al, 2011). Dessa forma, ap0s tratar
a fase ativa da LV com o tratamento anti-Leishmania especifico, mantém-se
esses pacientes em vigéncia do tratamento em um regime profilatico, a fim de
se evitar novos episddios ativos da doenca. Segundo as recomendacdes do
Ministério da Saude, a profilaxia secundaria deve ser administrada quando o
paciente LV/HIV-1 atinge contagens absolutas de linfocitos T CD4" inferiores a
350 células/mm?®, sendo comumente adotado o esquema profilatico com
anfotericina B, na dose de 1 mg/Kg, a cada duas semanas.

A presenca concomitante de ambos os patdégenos dentro de uma
mesma célula hospedeira foi evidenciada antes mesmo do primeiro caso de
coinfeccdo Leishmania/HIV-1 ter sido relatado. O fato desses patdégenos
infectarem as mesmas células-alvo, e desse modo, comprometerem o0s
mesmos compartimentos imunes, conduziu a hipotese de que ambas infeccdes
poderiam exercer efeitos sinérgicos prejudiciais sobre a resposta imune efetora
e, consequentemente, sobre o controle de cada um dos patégenos (Alvar et al,
2008). De fato, estudos realizados in vitro demostraram que a infec¢cao pelo
HIV-1 induz o aumento da replicacdo de L. infantum em macréfagos (Zhao et
al, 2004; Barreto-de-Souza et al, 2006). Além disso, a infec¢do pelo HIV-1
também é capaz de alterar a resposta especifica de linfécitos T e a producéo
de IFN-y frente aos antigenos de L. infantum (Da-Cruz et al, 1992, 2006), o que
pode favorecer a disseminacdo do parasito para sitios atipicos de replicacdo
naqueles individuos infectados pelo virus (Santos-Oliveira et al, 2011; Vyas &
Shah, 2011).

Por outro lado, € bem descrito que a infeccdo por Leishmania sp,
guando ocorrida concomitantemente a infeccdo pelo HIV-1, induz um aumento
da replicacdo viral (Zhao et al, 2004), acelerando a progresséao para a AIDS.

Esse aumento da carga viral pode ocorrer tanto in vivo, nos individuos
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coinfectados, como em culturas in vitro (Preiser et al, 1996, Zhao et al, 2004).
Um dos mecanismos propostos para esse achado é a presenca de uma
importante molécula da superficie do parasito, o lipofosfoglicano (LPG). O LPG
aumenta a transcrigdo viral em células mononucleares de sangue periférico, in
vitro, tendo como principal mecanismo a participacdo do fator de transcricdo
NF-kB (Bernier et al, 1998). Esse fator conduz ao aumento da produgcédo de
TNF, previamente relacionada ao aumento da expressdo de HIV-1 em células
T e mondcitos (Mellors et al, 1991). Além disso, ja foi descrito que a presenca
de formas amastigotas de L. infantum em coculturas de células dendriticas
humanas e linfocitos T CD4" autélogos é capaz de promover o aumento da
replicacdo viral, provavelmente devido & secrecdo de fatores solluveis pelas
células dendriticas, como IL-6 e TNF, induzidos pelo parasito (Garg et al,
2009).

Em adicdo, tem sido observado que pacientes coinfectados pelo HIV-1
apresentam um agravamento da deplecdo de linfécitos T CD4", muito
provavelmente em decorréncia da LV (Sinha et al, 2006). Desse modo,
pacientes LV/HIV-1 apresentam contagens absolutas de T CD4" inferiores
aquelas observadas em pacientes monoinfectados pelo HIV-1 (Santos-Oliveira
et al, 2010). Esses pacientes parecem n&do conseguir recuperar tais contagens
mesmo apo6s o tratamento especifico para Leishmania e sob uso da TARV por
um periodo de até 12 meses (Alexandrino-de-Oliveira et al, 2010).

A ativacdo imune crdnica € uma das principais caracteristicas da
infeccdo pelo HIV-1 e pela L. infantum, mesmo na presenca de uma grave
imunossupressdo. Dessa forma, em um cenario de associacdo LV/HIV-1, o
grau de ativacdo imune aliada a intensa resposta pré-inflamatoéria pode néo sé
se apresentar de forma potencializada, como também pode se constituir em um
importante cofator para o prejuizo da reconstituicdo imunologica observado em
pacientes coinfectados e, portanto, para as frequentes recidivas da LV.

Um estudo anterior do nosso grupo avaliou de forma transversal uma
casuistica de pacientes LV/HIV-1 nas fases ativa e de remisséo clinica da
doenca. Tais pacientes apresentaram baixas contagens de linfocitos T CD4",
independentemente do uso da TARV, de uma carga viral indetectavel e da
remissdo clinica da LV pelo tratamento anti-Leishmania. Aliado a esse

resultado, percentuais elevados de células T CD8" expressando a molécula
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CD38 foram observados, quando comparados, por exemplo, a pacientes
coinfectados, com a forma tegumentar da doenca (Santos-Oliveira et al, 2010).

Mais recentemente, também de forma transversal, e independente
desses fatores ja mencionados, esse status de ativacdo celular se manteve
elevado mesmo naqueles pacientes LV/HIV-1 em remisséo clinica da doenca,
que apresentavam carga parasitaria baixa ou indetectavel, aliada ao controle
viral (Santos-Oliveira et al, 2013). Esses resultados levantaram a hipotese de
que a infec¢do por Leishmania infantum n&o pode ser atribuida como o Gnico
cofator responsavel pelo estado geral de ativacdo imune em individuos
infectados pelo HIV-1. Nesse cenério, a translocagdo microbiana do Iimen
intestinal para a corrente sanguinea poderia se constituir como outro
importante cofator para a presenca de um alto grau de ativacdo em pacientes
LV/HIV-1 que se encontravam em remissao clinica da LV e com um controle
periférico das replicagbes viral e parasitaria. De fato, altos niveis de LPS, bem
como do seu receptor sCD14 na superficie de mondcitos e macrofagos,
também puderam ser observados nos pacientes LV/HIV-1 dessa casuistica
transversal avaliada (Santos-Oliveira et al, 2013), apontando a possibilidade da
translocagdo microbiana como um mecanismo adicional para explicar as
reativacdes da LV nestes pacientes.

Os resultados acima descritos foram observados em pacientes
acompanhados transversalmente. Acredita-se que 0 acompanhamento
prospectivo de pacientes LV/HIV-1 desde a fase ativa da doenca até longos
periodos apds o tratamento € indispensavel para investigar se tais moléculas
associadas a ativacdo poderdo se constituir em parametros imunoldgicos para
avaliacdo do prognéstico e grau de comprometimento imune de pacientes
coinfectados. A influéncia do grau de ativagdo imune como possivel preditor de
evolucdo clinica na coinfeccdo ja foi previamente observada em um paciente
LV/HIV-1, avaliado clinico-laboratorialmente por longo tempo, que apresentou
um episodio atipico de reativagdo cutanea da LV. Este paciente apresentou
altos niveis de ativacdo celular ndo s6 durante a fase ativa da LV, como
também no momento das recidivas da doenca (Santos-Oliveira et al, 2011).
Esse resultado apontou, mais uma vez, o envolvimento desse processo de
ativacdo celular no comprometimento do controle parasitario em longo prazo,

em pacientes infectados pelo HIV-1.
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Assim, tem sido sugerido que esse status imune ativado pode afetar
diretamente a funcdo efetora dos linfocitos T, seja de forma quantitativa ou
qualitativa. Adicionalmente, da mesma forma que o grau de ativagao pode estar
potencializado em um cenario de associacdo LV/HIV-1, as consequéncias
imunologicas desse processo, como 0 grau de imunosenescéncia, também
podem ser gravemente intensificadas na coinfeccdo. Essa hipotese pode ser
embasada pelo fato de cada uma das infecgbes cursarem, comumente, com
um processo de exaustdo crbnica do sistema imune, como consequéncia da
ativacdo imune bem caracterizada na infeccdo pelo HIV-1 e, mais
recentemente, na LV.

Por fim, os mecanismos pelos quais esse intenso grau de ativacao pode
atuar sobre os diferentes desfechos clinicos da LV (recidiva ou manutencao da
remissao clinica) em pacientes LV/HIV-1 ainda sdo pouco elucidados. No
entanto, sabe-se que a manutencdo do controle parasitario depende de uma
resposta imune direcionada e, sobretudo, funcional. Desta forma, o acimulo de
células terminalmente diferenciadas e o0 subsequente comprometimento
imunologico decorrente do processo de imunosenescéncia podem se constituir
em outro mecanismo adicional que predispde os pacientes coinfectados pelo
HIV-1, as recidivas da LV.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o fenbmeno de ativacdo celular e o seu impacto sobre o
comprometimento imunolégico, em pacientes concomitantemente infectados
por Leishmania infantum e o virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-
1), bem como determinar sua influéncia no prognostico poés-tratamento anti-

Leishmania dos pacientes coinfectados.

2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar prospectivamente o grau de reconstituicdo imunolégica, bem
como parametros viroldgicos e parasitoldégicos dos pacientes coinfectados sob
uso de TARV e pés-tratamento anti-Leishmania, com vistas a definir o quanto o
comprometimento da resposta imune especifica pode interferir no curso
evolutivo da leishmaniose;

o Analisar as caracteristicas fenotipicas de linfocitos T quanto a expressao
de moléculas relacionadas a ativagédo celular, no intuito de entender se este
fenbmeno pode influenciar nos episddios de reativacdo ou controle da
leishmaniose visceral;

o Avaliar se o fendbmeno de imunosenescéncia ocorre na coinfeccéo
Leishmania/HIV-1 e qual o seu impacto imunolégico sobre o curso clinico do
agravo;

o Avaliar fatores sollveis associados ao fenémeno da translocacdo
microbiana, no intuito de entender se estes podem ser utilizados como
parametros laboratoriais para o progndéstico e grau de comprometimento imune
dos pacientes acompanhados;

o Avaliar os niveis de Imunoglobulinas da classe IgG anti-Leishmania e
suas subclasses 1gG1 e IgG3, a fim de inferir o grau de ativacédo dos linfécitos
B e sua influéncia sobre os diferentes desfechos clinicos da leishmaniose
visceral em pacientes LV/HIV-1;

o Avaliar a influencia do uso da profilaxia secundaria sobre o status de

ativacdo imune e, consequentemente, sobre a ocorréncia de recidivas da LV.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica, Consideracdes Eticas e Aspectos Clinicos

Esse estudo investigou uma coorte com 18 pacientes coinfectados
Leishmania/HIV-1, os quais foram avaliados prospectivamente de fevereiro de
2011 a agosto de 2013. Os pacientes LV/HIV-1 foram provenientes do Centro
de Pesquisas René Rachou (Fiocruz/MG) e do Hospital Eduardo de Menezes,
Belo Horizonte, Minas Gerais. Paralelamente, individuos sadios para ambas as
infecgdes, provenientes do Rio de Janeiro, foram incluidos no estudo (n=20).

Os pacientes e os voluntarios que aceitaram participar deste estudo
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, regido de acordo
com as normas da Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, MS
(ANEXO A). Este projeto esta vinculado ao protocolo “Desenvolvimento de
instrumentos clinicos e laboratoriais aplicaveis aos estudos clinico-
epidemioldgicos, ao diagnostico e ao monitoramento terapéutico da coinfeccao
Leishmania/HIV”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Humanos da
FIOCRUZ (protocolo n® 290/05) e do IPEC (protocolo- 0045.0.011.009-07)
(ANEXO B). O mesmo também foi submetido e aprovado pelos Comités de
Etica do Centro de Pesquisas René Rachou- Fiocruz, Minas Gerais (CPqRR
33/2010) e do Hospital Eduardo de Menezes de Belo Horizonte (CEP/HEM)
(ANEXO B).

Os pacientes receberam o tratamento especifico preconizado pelo
Ministério da Saude e tiveram seu acompanhamento garantido (MS/PN-
DST/AIDS, 2011). A primeira linha de tratamento da LV para pacientes
infectados pelo HIV-1 foi a anfotericina B deoxicolato intravenosa durante, no
minimo, trés semanas. A anfotericina B lipossomal (20 mg/Kg) foi reservada
para agueles pacientes com idade superior a 50 anos ou os que sofriam de
faléncia renal, de acordo com as recomendac¢fes do Ministério da Saude. Apos
o tratamento da LV, todos os pacientes que apresentavam contagens absolutas
de linfécitos T CD4" inferiores a 350 células/mm? foram submetidos & profilaxia

secundaria com anfotericina B, quinzenalmente.
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No que se refere ao diagnostico da leishmaniose visceral, este foi
confirmado em todos os pacientes pelo exame parasitolégico de aspirado de
medula Ossea, através da pesquisa direta de amastigotas de Leishmania
infantum e cultura em meio NNN. O diagnéstico inicial da infeccdo pelo HIV-1
foi confirmatério quando os pacientes apresentaram 0s exames sorologicos
ELISA e Western Blot positivos, conforme protocolo do Ministério da Saude.

Os pacientes infectados pelo HIV-1, com sintomas clinicos e
confirmacédo parasitologica de LV ativa, foram incluidos no estudo apenas
depois das consideracdes éticas serem aplicadas. O estudo foi de carater
longitudinal, sendo incluidos pacientes LV/HIV-1 que apresentavam LV ativa,
com ou sem uso prévio de TARV. Os pacientes com LV ativa (visita 1) foram
avaliados clinico-laboratorialmente e acompanhados no pos-tratamento anti-
Leishmania (visita 2) e a cada dois meses ao longo da fase de remisséo clinica,
até completarem 12 meses de acompanhamento, totalizando-se oito visitas
ambulatoriais. Para as investigacdes imunoldgicas propostas neste estudo
foram considerados o0s quatro principais momentos ao longo do
acompanhamento: a fase ativa (visita 1), a fase pds-tratamento (pds-tto; visita
2), seis meses pos-tratamento (6 mpt; visita 5) e 12 meses pds-tratamento (12
mpt; visita 8).

No decorrer do estudo, a suspeita dos episodios de recidivas da LV
baseou-se na presenca de um dos seguintes critérios: a) reemergéncia de
episédios febris, ou b) agravamento da citopenia (reducéo de 50% ou mais das
contagens de plaquetas ou leucécitos; diminuicdo de 2g% ou mais dos niveis
de hemoglobina), ou c) aumento da esplenomegalia; e os episédios foram
confirmados através de um teste parasitolégico positivo (exame direto ou
cultura) em espécime obtido pelo aspirado de medula dssea.

Finalmente, os pacientes LV/HIV-1 foram separados em dois grupos
distintos, conforme a evolucdo das suas caracteristicas clinicas no que se
refere a recidiva e ndo recidiva da LV. Os pacientes coinfectados néo-
recidivantes (NR; n=6) foram aqueles que ndo apresentaram nenhum episédio
de LV durante todo o periodo de acompanhamento, e que tiveram um unico
episodio ativo de LV ao longo da vida. Por outro lado, os pacientes

coinfectados recidivantes (R; n=12) foram aqueles que apresentaram mais de
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um episodio ativo da doenca, seja antes ou durante o acompanhamento

prospectivo.

3.2 Obtencédo de material biolégico para ensaios laboratoriais

No momento da admissao no protocolo de estudo foram coletados 45
mL de sangue periférico de cada paciente, subdivididos da seguinte forma: trés
tubos com heparina (10 mL cada), um tubo sem anticoagulante (5 mL) e dois
tubos com EDTA (5 mL cada). A coleta foi repetida a cada visita do paciente ou
em algum momento em que tenha ocorrido mudanga no curso clinico da
infeccdo, isto €, quando ocorreram episddios de recidiva da LV. O soro e o
plasma obtidos foram aliquotados e estocados a -70°C para serem utilizados
posteriormente em outros ensaios experimentais. Os plasmas provenientes de
tubos com EDTA foram utilizados para a quantificacdo da carga viral do HIV-1.
Ja o sangue conservado em EDTA foi utilizado para a obtencédo das contagens
absolutas de linfécitos T CD4*/T CD8".

A partir do sangue heparinizado foram obtidas células mononucleares
de sangue periférico (PBMCs) para criopreservacdo e armazenamento em
nitrogénio liquido. Posteriormente, as células foram descongeladas e utilizadas
para caracterizacdo fenotipica quanto ao grau de ativacdo, diferenciacao
celular e imunosenescéncia. As células restantes dos pacientes LV/HIV-1
encontram-se congeladas para os futuros ensaios de estimulacéo in vitro frente
a estimulos antigénicos de L. infantum e do HIV-1. O plasma heparinizado, por
sua vez, foi aliguotado e estocado a -70°C, e posteriormente, as aliquotas

serao utilizadas nos ensaios colorimétricos e imunoenzimaticos.
3.3 Monitoramento imunolégico e viroldgico da infecgéao pelo HIV-1
O monitoramento da infecdo pelo HIV-1 é feito através das contagens
de linfocitos T CD4" e T CD8" do sangue periférico e da quantificacdo da carga

viral plasmatica do HIV-1. Para os individuos LV/HIV-1, estes exames foram

realizados no Laboratorio de AIDS e Imunologia Molecular do IOC, o qual faz
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parte da Rede Nacional de Laboratérios de CD4/CD8" e de Carga Viral do
Ministério da Saude.

As contagens absolutas de linfocitos T CD4" e T CD8" foram realizadas
a partir de 50 pyL de sangue total, utilizando-se o sistema de tubos com beads
ou bilhas de referéncia BD TruCount® (Becton-Dickinson — BD Franklin Lakes,
NJ, EUA), e um painel de anticorpos monoclonais especificos para as
moléculas de CD45", CD3*, CD4" e CD8", marcados com peridina-clorofila
(PercP), fluoresceina (FITC), aloficocianina (APC) e ficoeritrina (PE),
respectivamente (BD Multitest®, BD Biosciences). As amostras foram avaliadas
por citometria de fluxo, utilizando-se o equipamento FACSCalibur® (BD
Biosciences) e um software apropriado para esta analise (Multiset®, BD
Biosciences). Os resultados foram expressos em numero de células por
milimetro ctbico (células/mm?).

A gquantificacdo do numero de cépias de RNA viral foi realizada a partir
do plasma de todos os pacientes LV/HIV-1, através da tecnologia de reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR), utilizando-se o sistema
RealTime HIV-1 (Abbott, Des Plaines, IL, EUA), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. O intervalo de deteccdo variou entre 40 a
10.000.000 de copias de RNA/mL de plasma. As amostras que apresentaram
resultados abaixo de 40 cépias de RNA/mL foram identificadas como

indetectaveis ou abaixo do limite de deteccao.

3.4 Quantificacdo da carga parasitaria

O DNA total do sangue periférico dos pacientes foi extraido com o kit
QlAamp DNA Blood mini-kit (Qiagen GMbH; Hilden, Germany). Foram
realizados dois ensaios independentes para deteccéo e quantificacdo do DNA
de Leishmania spp. e de DNA humano no equipamento StepOnePlus™ Real-
Time PCR System (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Para a
quantificacdo do DNA de Leishmania foi utilizado o alvo 16S (SSU rRNA), gene
conservado entre as espécies de Leishmania. Foram utilizados os primers
LEIS.U1 (5-AAGTGCTTTCCCATCGCAACT-3) e LEIS.L1 (5'-
GACGCACTAAACCCCCTCCAA-3), desenhados para amplificar um fragmento
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de 67 pares de base (pb), e a sonda fluorescente LEIS.P1 (FAM 5'-
CGGTTCGGTGTGTGGCGCC-3'TAMRA), conforme descrito por Wortmann et
al. (2002). O protocolo descrito por Gomes e colaboradores (2012) foi aplicado.
Para a quantificagdo do DNA humano foi utilizado o alvo ACTB como gene de
referéncia e os primers Acol e Aco2 (Musso et al, 1996), que amplificam um
segmento de 120 pb. Cada poco da reacgédo foi preparado com 12,5 yL de
Syber® Green PCR Master Mix 2X (Life Technologies), 0,1 uM de cada primer,
e 3,0 yL do DNA extraido, em um volume final de 25 pL. Foi utilizado um ciclo
universal da PCR, e a curva de dissociacdo foi analisada com base nos
parametros do StepOnePlus™ Real-Time PCR System. Curvas padrédo foram
preparadas em cada ensaio usando quantidades conhecidas do vetor pCR-4
TOPO (Life Technologies) contendo a sequéncia do gene humano (ACTB; 120
pb) e o fragmento SSU rRNA de L. infantum (67 pb), em diluicdo seriada de
1:10. Os parametros das curvas padrdo, incluindo a eficiéncia da PCR,
linearidade e coeficiente de correlacdo, foram obtidos pelo software de analise
e mostraram acuracia e similaridade aos estudos previamente descritos
(Gomes et al, 2012; Dos Santos Margues et al, 2012). A carga parasitaria foi
expressa por DNA de Leishmania (nimero de copias relativas do fragmento de
67 pb do SSU rRNA) normalizado pelo gene de referéncia ACTB, de acordo
com Overbergh e colaboradores (1999). O numero de cépias do alvo ACTB nas
amostras foi dividido pelo maior valor de ACTB obtido no experimento,

resultando em um fator de correcéo utilizado como normalizador.

3.5 Isolamento e caracterizacdo fenotipica das células

mononucleares de sangue periférico

As PBMCs foram isoladas por de centrifugacdo através de gradiente
em Ficoll-Hypaque (Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO, EUA) e
criopreservadas em solugdo contendo 90% de soro fetal bovino (SFB) e 10%
de DMSO. Posteriormente, essas células foram descongeladas e utilizadas
para os ensaios de imunofenotipagem. O painel de marcacéo fenotipica ex vivo
com anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos permitiu a avaliacao

dos seguintes parametros imunoldgicos: A) subpopulacées linfocitarias: CD4" e
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CDS8" (anticorpos anti-CD4 PerCP e anti-CD8 APC); B) ativacdo celular: CD38"
e HLA-DR" (anticorpos anti-CD38 PE e anti-HLA-DR PercP); D) senescéncia
replicativa: CD57" e CD27" (anticorpos anti-CD57 FITC e anti-CD27 PE). Todos
0S anticorpos monoclonais utilizados na investigacdo destes parametros
imunolégicos sdo da BD Biosciences Pharmingen™, Califérnia, EUA. A
aguisicdo das amostras foi realizada no equipamento FACSCalibur® (BD
Biosciences), e a andlise dos resultados foi conduzida com o software BD Cell
Quest Pro™ (BD Biosciences). Para cada amostra foram adquiridos 20.000
eventos dentro da regido de linfécitos totais, definida de acordo com o tamanho
e a granularidade das células.

As Figuras 4 e 5 apresentam, respectivamente, as sequéncias de
passos envolvidos na definicdo das populacfes celulares ativadas ou em
senescéncia replicativa, de uma amostra controle. A partir da regido de
linfécitos totais, previamente definida, foi determinada a populacao de linfocitos
T CD3*, baseada no gréfico de dotplot de granularidade versus fluorescéncia. A
avaliacdo dos percentuais de células que expressavam determinada molécula
de superficie foi realizada tendo como universo as subpopulagdes de linfécitos
T CD4" ou T CD8", ambas em fungdo da regido de linfocitos T CD3" A
coexpressao das moléculas HLA-DR e de CD38 foi analisada no contexto dos
linfocitos T CD4" e T CD8" para a caracterizacéo dos niveis de ativacéo celular,
como pode ser observado na Figura 4. Do mesmo modo, a expressdo da
molécula CD57 e a auséncia da molécula CD27 na superficie celular
determinaram os percentuais de linfocitos T CD4" e T CD8" senescentes
(Figura 5).
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Figura 4: Modelo de analise da coexpressédo fenotipica dos
marcadores de ativagdo celular HLA-DR e CD38. A partir da
regido delimitada de linfocitos totais (R1 — Passo A) define-se a
populacéo de linfécitos T CD3" (R2 — Passo B), e em funcéo
destas, as subpopulacées linfocitarias T CD4" e T CD8" (R3 —
Passo C). Os percentuais dessas células coexpressando as
moléculas CD38 e HLA-DR sé&o obtidos a partir da analise dos
dotplots (Passo D). Perfil representativo de um individuo saudavel.
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Figura 5. Modelo de analise da expressdo fenotipica dos
marcadores de senescéncia celular CD57*/CD27-. A partir da
regido delimitada de linfécitos totais (R1 - Passo A) define-se a
populacéo de linfécitos T CD3" (R2 - Passo B), e em funcéo destas,
s&o definidas as subpopulacées linfocitarias T CD4" e T CD8" (R3 -
Passo C). Os percentuais dessas células expressando o fenétipo
CD57°CD27 s#o obtidos a partir da analise dos dotplots (Passo D). A
monoexpressdo de CD57 é avaliada a partir da andlise dos
histogramas em fungdo de cada subpopulacdo T (Passo E). Perfil
representativo de um individuo saudavel.
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3.6 Quantificacdo dos fatores sollveis associados a translocacao

de produtos microbianos

e Lipopolissacarideo (LPS)

As amostras de plasma estocadas a -70°C foram descongeladas e
diluidas em agua livre de endotoxina, e os niveis de LPS foram quantificados
usando o kit de ensaio comercial Limulus amebocyte lysate QCL-1000
(Cambrex, Milan, Italy), de acordo com as recomendac¢des do fabricante. Este
consiste em um ensai0o cromogénico quantitativo para a deteccdo de
endotoxinas provenientes de bactérias Gram-negativas. A leitura final da
reacao foi determinada por espectrofotometria em um comprimento de onda de
405 nm. Os resultados foram expressos em picogramas por mililitro (pg/mL), e
o nivel de sensibilidade foi 10 pg/mL.

e CD14 soluvel (sCD14)

Os niveis de sCD14 foram quantificados nas amostras de plasma
estocados a -70°C através do kit comercial Quantikine Human sCD14 (R&D
Systems, Minneapolis, Maryland, EUA), de acordo com as recomendac¢fes do
fabricante. A cor desenvolvida em cada poco foi proporcional a quantidade de
sCD14 presente em cada amostra. A densidade 6ptica foi determinada pelo
equipamento Microplatereader Benchmark (Bio-RadLaboratories, Hercules, CA,
EUA) a 450nm. Os resultados foram expressos em nanogramas por mililitro
(ng/mL), e o limite minimo de deteccao foi 125 ng/mL.

3.7 Dosagem sérica de Imunoglobulinas G (IgG) e subclasses IgG1l

e lgG3 anti-Leishmania

Os niveis de IgG anti-Leishmania e suas subclasses foram dosados
atraves de ensaio imunoenzimatico (ELISA) conforme previamente descrito por
Fagundes-Silva e colaboradores (2012). Em suma, antigenos sollveis de
promastigotas de L. (L.) infantum (MHOMBRA974PP75), em uma
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concentracdo de 40 pg/mL, foram utilizados para realizacdo do coating ou
cobertura da microplaca de poliestireno de fundo plano (Nuncimmuno Plate,
Roskilde, Denmark), e incubados a 4°C em camara umida de modo overnight
pelo periodo de 20 horas. Apés lavagens seguidas pelo bloqueio da placa com
o tampé&o contendo PBS + 0,05% de Tween 20 e 10% de soro fetal bovino
(SFB), o soro diluido (1:50) dos pacientes LV/HIV-1 foram adicionados a placa
e submetidos a incubacdo em temperatura ambiente. ApoOs seis lavagens,
anticorpos monoclonais anti-IgG (Invitrogen, San Francisco, CA, EUA), anti-
IgG1 e anti-lgG3 humanas (ZymedLaboratories Inc., San Francisco, CA, EUA),
conjugados a peroxidase, foram adicionados nas diluicdes de 1:1000, 1:200 e
1:400, respectivamente, e a placa contendo o complexo antigeno — amostra —
anticorpo foi novamente incubada a temperatura ambiente. Depois de novas
lavagens, a reacdo enzimética foi revelada e uma solucédo foi utilizada para
interromper a reacdo. A absorbancia foi detectada através do equipamento
Microplatereader Benchmark (Bio-RadLaboratories, Hercules, CA, EUA) a 492
nm e os resultados foram expressos como indice de ELISA (IE), o qual se
baseia na divisdo da média da densidade optica (DO) das duplicatas das

amostras dos pacientes, pela média da DO obtida dos controles negativos.

3.8 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através do software
GraphPadPrism (version5.0, San Diego, CA, USA). As comparacdes entre os
dois grupos de pacientes coinfectados (recidivantes e nao-recidivantes) foram
realizadas através de testes ndo-parameétricos, Mann Whitney. Testes néo-
paramétricos foram realizados usando o teste de Wilcoxon, quando 0s mesmos
individuos foram comparados nas diferentes visitas. Quando trés ou mais
visitas foram comparadas simultaneamente, foi utilizado o teste ANOVA
(Kruskal-Wallis test) e o pos-teste de Dunns. Foram consideradas diferengas

significativas aguelas com valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas clinicas, demograficas e curso evolutivo dos
pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1
(LV/HIV-1)

Todos os casos de associacao LV/HIV-1 foram admitidos no estudo
quando apresentavam a LV ativa (seja abertura de caso, primeiro episodio ou
recidiva da doenca), correspondendo a um total de 18 pacientes coinfectados.
Estes foram acompanhados durante 12 meses, totalizando oito visitas
ambulatoriais. As caracteristicas demogréaficas e a evolucao clinica dos 18
pacientes LV/HIV-1 estdo apresentadas na Tabela 1.

A média de idade dos pacientes estudados foi de 37,5 £ 0,7 anos, com
mediana de 38,5 anos (intervalo interquartil — IQR: 34,5 a 45 anos). Quanto ao
sexo, 14 pacientes eram do sexo masculino (77,7 %) e quatro do sexo feminino
(22,3 %). A via parenteral foi apontada como principal via de exposi¢ao ao HIV-
1. A maioria dos pacientes LV/HIV-1 alegou ter comportamentos de risco para
a transmissdo do virus, seja pela via sexual e/ou através do uso de drogas
injetaveis. Durante o acompanhamento ocorreram dois 6bitos (15,4%) devido a
complicagbes decorrentes das frequentes reativagoes.

Todos os pacientes LV/HIV-1 estavam submetidos a TARV. O esquema
de terapia utilizado consistiu em dois inibidores de transcriptase reversa
anélogos de nucleosideos, associados a um inibidor de protease, ou a um
inibidor da transcriptase reversa ndo analogo de nucleosideo, seguindo as
diretrizes terapéuticas do Ministério da Saude.

No que se refere a leishmaniose visceral, nove dentre os 18 pacientes
avaliados ja haviam apresentado episodios prévios da doencga, ou seja, ja
haviam apresentado sintomas de LV em algum momento anterior a admisséo
no estudo. Outros trés pacientes reativaram a LV ao longo do
acompanhamento e por isso, estes casos constituiram o grupo dos recidivantes
(R, n=12). Os seis pacientes restantes apresentaram abertura de caso da
doenca, constituindo o grupo de nao-recidivantes, ou seja, que apresentaram

um unico episodio da doenca ao longo da vida.
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Em relacdo aos fatores relacionados as recidivas da LV, como ja
mencionado, os pacientes LV/HIV-1 foram agrupados de acordo com o niUmero
de episddios de LV ao longo da vida: aqueles que tiveram LV uma Unica vez
(n&o recidivantes: NR=6), e aqueles que apresentaram mais de um episédio
ativo da doenca (recidivantes: R=12). Neste contexto, os pacientes recidivantes
foram aqueles que apresentaram uma menor taxa de normalizacdo dos
parametros laboratoriais ao longo do acompanhamento, maior dificuldade na
depuracdo da Leishmania apds o tratamento, além de menores contagens de
linfocitos T CD4" mesmo ap6s 12 meses de tratamento, conforme descrito a
seguir. No entanto, a razéo entre linfocitos T CD4" e T CD8" foi inferior a 1,0

para todos os pacientes, ao longo de todo o acompanhamento.
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Tabela 1: Evolucao clinica e caracteristicas demogréficas dos 18 pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1
(LV/HIV-1).

Tempo total
em meses Evolucéo clinica
de quanto a

Tempo em Uso da Tempo em Tempo em
meses TARV meses entre o meses Episédios
Identificacao Idade, desde o antes do diagnéstico desde o prévios de Tratamento anti- e 2 S .
Profilaxia secundaria anti-Leishmania o
acompanha ocorréncia de
mento no recidivas

estudo

do paciente sexo diagnéstico primeiro da infeccéo primeiro LV Leishmania
da infeccao episodio pelo HIV-1 e epis6dio de (numeros)
pelo HIV-1 LV

Anfotericina B deoxicolato /
guinzenalmente por 2 meses (até 12
recuperagéo das células T CD4)

Sem recidivas da

Anfotericina B deoxicolato
por 20 dias

GBS 53 anos,

(HLVO1)  masculino 4 Né&o 4 NA N&o

JRO 25 anos, = . Anfotericina lipossomal 20 . — Sem recidivas da
(HLVO05) feminino 8 Néo 49 29 Sim (1) T e (e ] Uso irregular da profilaxia 12

Anfotericina B deoxicolato /
APS 33 anos, . = Anfotericina B deoxicolato  quinzenalmente por 12 meses (suspendida Sem recidivas da

20 S 20 NA NE® por 20 dias quando contagem de células T CD4

(HLVO07) feminino
estabilizou em cerca de 250 cls/mm?®)

Anfotericina B deoxicolato /
guinzenalmente por 7 meses (até
recuperagao das células T CD4)

Anfotericina B deoxicolato
/quinzenalmente por 10 meses
(suspendida quando contagem de células 12
T CD4 estabilizou em cerca de 200
cls/mm?)

Sem recidivas da
12 LV

LPO 35 anos,
(HLV010) masculino

Anfotericina lipossomal 20

27 Sim 17 9 Sim (1) mg/kg dose total

Anfotericina B deoxicolato

por 5 dias, substituida por

lipossomal 20 mg/kg dose
total

CMRR 37 anos, Sem recidivas da

(HLV013) feminino

l |
=
I <



Anfotericina B deoxicolato /
Anfotericina B deoxicolato quinzenalmente por 18 meses (até 12 Recidivada LV
por 20 dias recuperagao das células T CD4), porém aos 4,6 e 12 mpt
com uso irregular

o5 Sim (4) Anfotericina lipossomal 20 Uso irregular da profilaxia (anfotericina B 12 Recidivada LV
mg/kg dose total deoxicolato / quinzenalmente) aos 2,8 e 12 mpt

Anfotericina lipossomal 20 Anfotericina liposomal / semanalmente 12 Recidivada LV
mg/kg dose total sob regime regular aos 6 e 12 mpt

Anfotericina B deoxicolato /
. quinzenalmente por 13 meses (até 12
(HLV025) TESEUIE recuperacdo das células T CD4)

* casos de 6bito; ** caso de abandono do acompanhamento; NA (Nao se aplica); LV (leishmaniose visceral); mpt (meses pés-tratamento).

WMC 38 anos,

(HLVO017) masculino 14 Sim 14 NA

&
5]

JTS 45 anos,

(HLV021) masculino e Sim e

AMP 39 anos,
(HLV023) masculino

239 Sim 117 121 sim (7)

DCLS 30 anos,

Sem recidivas da
LV

Anfotericina B deoxicolato

2 Nao 2 NA Dor 25 dias




4.2 Avaliacdo do grau de comprometimento imunolégico dos pacientes

com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1)

O nivel de reconstituicdo imunolégica apresentado pelos pacientes LV/HIV-1 foi
avaliado através das contagens absolutas de linfocitos T CD4".

A Figura 6 apresenta as contagens absolutas de células T CD4+ observadas
para os pacientes LV/HIV-1, na fase ativa da leishmaniose, no pés-tratamento anti-
Leishmania, no sexto e no décimo segundo meses seguintes. De modo geral,
verificou-se que independente da fase clinica avaliada, ou seja, ativa ou pos-
tratamento, os pacientes coinfectados LV/HIV-1 apresentaram, em sua maioria,
contagens absolutas de linfécitos T CD4" inferiores a 350 linfocitos/mm?®, limite
preconizado para o estabelecimento da profilaxia secundaria (ativo - mediana: 98,5
células/mm® [IQR: 63,25 a 158,8 célssmm® e pés-tratamento - mediana: 147
células/mm? [IQR: 96 a 254 céls/mm?]). Além disso, as medianas obtidas durante todas
as fases do acompanhamento foram bem inferiores aquela apresentada por pacientes
monoinfectados pelo HIV-1 sem LV (mediana: 377 células/mm?® [IQR: 222,5 a 450,5
céls/mm?®]), e como ja esperado, pelos controles sadios (mediana: 944 células/mm?
[IQR: 820,3 a 1081 céls/mm?]). Apesar disso, um aumento significativo no nimero de
células T CD4" foi observado para os periodos de seis e 12 meses poOs-tratamento (6
mpt - mediana: 174 células/mm? [IQR: 120 a 299,5 céls/mm?] e 12 mpt - mediana: 228
células/mm?® [IQR: 79 a 311,3 célss/mm’]) em comparacdo & fase ativa da doenca
(*p<0,05). Ao longo do periodo de acompanhamento, cinco pacientes conseguiram
obter um ganho importante de células, apresentando valores de linfocitos T CD4"

superiores a 350 linfécitos/mm?, os quais foram sustentados ou nédo (Figura 6).

41



1000~ | * |
I 1
1 * |
I 1
R -
0 E 800
T E
g @
5 o
2 S 6004 ¢
%
H:
n [ J
C |- [ ]
0 e S HIV*
< I et g~ T S (225 PROFILAXIA SEC.
S o o °
= ®e < —ot—
= 200+ ° . °
P —— °® v 'Y ) °®
> e 00 g0 ° °
o o ° ° °
0 ¢ T 9 o
Fase ativa  Pos-tratamento 6 mpt 12 mpt

Figura 6: Distribuicdo das contagens absolutas de linfécitos T CD4"
apresentadas pelos pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo
HIV-1 (LV/HIV-1), nas diferentes fases do acompanhamento prospectivo. A linha
pontilhada preta representa o limite de 350 células/mm?, preconizado para o
estabelecimento da profilaxia secundaria. A linha pontilhada vermelha representa o
valor de mediana apresentado por individuos infectados apenas pelo HIV-1
(mediana: 377 células/mmB). Cada simbolo representa um paciente e cada cor
representa 0 mesmo paciente nos diferentes periodos do acompanhamento. As
barras horizontais representam os valores de medianas. Seis meses pos-tratamento
(6 mpt); 12 meses pos-tratamento (12 mpt). O asterisco denota diferencas
estatisticamente significantes entre as fases do acompanhamento. *p<0,05.

Quando todos os pacientes foram observados prospectiva e simultaneamente
(Figura 6), ja foi possivel verificar um padréo de distribuicdo das contagens absolutas
de células T CD4" que difere entre os pacientes avaliados, sobretudo nos periodos
posteriores ao tratamento. Tal fato se confirmou quando os pacientes LV/HIV-1 foram
separados em recidivantes (R) e nao recidivantes (NR)

Nas fases iniciais do acompanhamento, ou seja, na fase ativa e de pOs-
tratamento de LV, ambos os grupos NR e R apresentaram valores similares das
contagens absolutas de linfécitos T CD4* (mediana NR — ativa: 86,5 células/mm?® [IQR:
66,25 a 120,5 céls/mm? e poés-tratamento: 147 células/mm® [IQR: 87,25 a 263,8
céls/mm?®]); (mediana R — ativa: 116 células/mm?® [IQR: 51,75 a 185 céls/mm?] e pds-
tratamento: 158 células/mm? [IQR: 96 a 255,5 céls/mm?]). Entretanto, nos periodos de
seis e 12 meses pos-tratamento, os pacientes NR mostraram um aumento significativo
de células T CD4"* (mediana — 6 mpt: 297 células/mm?® [IQR: 216,8 a 478,5 céls/mm?| e
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12 mpt: 350 células/mm?® [IQR: 284,5 a 659,5 céls/mm?]) em comparacado aos pacientes
R que, por sua vez, mantiveram valores similares a fase ativa da doenga (mediana — 6
mpt: 132 células/mm? [IQR: 76 a 226 céls/mm?] e 12 mpt: 126 células/mm? [IQR: 39,25
a 232,3 célsimm?]). Este aumento de células T CD4" observado nos pacientes NR
também se mostrou significativo quando comparado aos valores apresentados por

esses mesmos pacientes na fase ativa da LV (Figura 7).
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Figura 7: Perfil das contagens absolutas de linfécitos T CD4" apresentadas
pelos pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-
1), que apresentaram um Unico episédio ativo da LV (NR) ou com frequentes
recidivas da doenca (R). NR representa pacientes ndo recidivantes da LV,
enquanto R se refere aos pacientes recidivantes da doenca. A linha pontilhada
preta representa o limite de 350 células/mm?®, preconizado para o
estabelecimento da profilaxia secundaria. A linha pontilhada vermelha representa
o valor de mediana apresentado por individuos infectados apenas pelo HIV-1
(mediana: 377 céIuIas/mmB). Cada simbolo representa um paciente e cada cor
representa o0 mesmo paciente nos diferentes periodos do acompanhamento. As
barras horizontais representam os valores de medianas. Seis meses poés-
tratamento (6 mpt); 12 meses pés-tratamento (12 mpt). O asterisco denota
diferencas estatisticamente significantes entre os dois grupos (NR e R) ou entre
os diferentes periodos avaliados. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005.
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4.3 Avaliacdo dos parametros virolégicos e parasitolégicos dos pacientes

com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1)

No momento da admissdo no estudo, ou seja, na fase ativa da leishmaniose
visceral, 13 dos 18 pacientes LV/HIV-1 ja apresentaram carga viral baixa ou
indetectavel, devido ao uso da TARV. Esse controle da replicacdo viral foi seguido
durante todo o acompanhamento, de modo que a maioria dos pacientes LV/HIV-1
avaliados seguiram nas fases de pos-tratamento com niveis baixos ou mesmo
indetectaveis de copias de RNA viral/mL, como pode ser observado na Tabela 2.

Como ja esperado, o controle da carga parasitaria foi obtido para a maioria dos
pacientes coinfectados logo ap6s o tratamento anti-Leishmania, de modo que 10
pacientes apresentaram uma carga parasitaria indetectavel, enquanto cinco mostraram
niveis relativamente baixos desse parametro (abaixo de 1500 cépias). No entanto, e de
forma interessante, apenas pacientes recidivantes mantiveram niveis detectaveis de
copias do DNA de Leishmania (/mL), ao longo do periodo de acompanhamento, apds o
tratamento da LV (Tabela 2).

Apesar disto, nenhuma correlacdo péde ser observada entre os niveis de cargas
viral e parasitaria e as contagens de células T CD4" (dados n&do apresentados). De
forma preliminar, estes resultados apontaram que tais parametros pareciam ser
independentes da baixa reconstituicdo imunoldgica apresentada pelos pacientes
LV/HIV-1 e, portanto, outros fatores, como 0s niveis de ativacdo, poderiam estar

envolvidos nesse processo.
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Tabela 2: Numero de copias por mL de RNA viral e KDNA de Leishmania (L.) infantum apresentado por pacientes com

HLVO1

HLVO06

HLVO7

HLVO013

HLVO016

HLV025

HLV (Identificagdo do paciente — HIV-1/leishmaniose visceral); mpt (meses pds-tratamento).

NAO-
RECIDIVANTE

leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1).

opie opie obie
20272 38171 571 Indetectavel Indetectavel Indetectavel Indetectavel 1.3

55 206162 Indetectavel Indetectavel Indetectavel Indetectavel Indetectavel Indetectavel

Indetectével 159550 Indetectével Indetectével Indetectéavel Indetectével Indetectéavel Indetectével

153316 Indetectavel 1118 Indetectavel Indetectavel Indetectavel 60 (10 mpt) Indetectavel

Indetectavel 78 Indetectavel Indetectavel Indetectavel Indetectavel Indetectavel Indetectavel

51 506308 Indetectavel Indetectavel Indetectavel Indetectavel 1061258 Indetectavel
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4.4 Avaliacdo do grau de ativacao celular dos pacientes com
leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1, acompanhados

prospectivamente

Em um estudo transversal com pacientes LV/HIV-1 realizado
previamente pelo nosso grupo, uma andlise multivariada apontou que a
“‘doenca leishmaniose”, mas ndo a carga parasitaria, e a translocacédo de
produtos microbianos do lamen intestinal para corrente sanguinea atuam como
0s principais fatores de risco associados ao status de ativacao (Santos-Oliveira
et al, 2013).

De fato, no presente estudo, os pacientes LV/HIV-1 avaliados ao longo
de 12 meses de acompanhamento também apresentaram percentuais
elevados de linfécitos T CD4" (Figura 8A) e T CD8" (Figura 8B) ativados
(CD38"HLA-DR"), em especial quando comparados aos valores apresentados
por controles sadios (mediana — CD4: 0,41% [IQR: 0,15 a 1,77] e CD8: 0,41%
[IQR: 0,23 a 5,92] - linhas tracejadas vermelhas). No entanto, como esperado,
0os niveis de ativacdo celular foram mais elevados na subpopulacdo de
linfocitos T CD8" (Figura 8B). No que se refere aos grupos NR e R, ambos
apresentaram um grau de ativacdo de células T similarmente elevado nas
fases iniciais do acompanhamento prospectivo, entre as duas subpopulacées T
avaliadas, como apresentado nas Figuras 8A e 8B (mediana da fase ativa NR —
CD4 e CDS8, respectivamente: 7,5 e 18% [IQR: 5,3 a 116 e 14 a 279],e R -
CD4 e CD8, respectivamente: 7,6 e 18,6% [IQR: 5,5 a 16,9 e 14 a 24,3)).
Porém, com seis meses poés-tratamento, os pacientes NR mostraram uma
tendéncia a diminuicdo dos niveis de ativacdo em ambas subpopulacdes
linfocitérias. Tais niveis foram significativamente menores nesses pacientes no
periodo de 12 meses pos-tratamento (mediana — CD4 e CD8, respectivamente:
2,62 e 587% [IQR: 2,31 a 3,175 e 4,67 a 7,35]) quando comparados aos
percentuais apresentados pelos pacientes R (mediana — CD4 e CDS,
respectivamente: 11,4 e 17,02% [IQR: 5,72 a 16,14 e 12,55 a 29,46]). Estes
altimos, por sua vez, mantiveram valores tdo elevados quanto aos
apresentados na fase ativa da LV (Figura 8A e 8B). Além disso, a tendéncia a
normalizac&o do status de ativacdo dos pacientes NR se confirma quando s&o

comparados os percentuais de células T ativadas no periodo de 12 meses pos-
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tratamento e os valores apresentados por esses mesmos pacientes na fase

ativa da doenca (Figura 8A e 8B).
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Figura 8: Percentuais de coexpressdao dos marcadores de ativacdo
celular CD38 e HLA-DR nos linfécitos T CD4" (A) e CD8" (B), em
pacientes LV/HIV-1, nas diferentes fases do estudo. NR representa
pacientes ndo recidivantes da LV, enquanto R se refere aos pacientes
recidivantes da doenca. A linha pontilhada vermelha representa o valor de
mediana da coexpressdo CD38"HLA-DR" observado em individuos sadios
(medianas para linfécitos T CD4" e CDS8": 0,41%). Cada simbolo
representa um paciente e cada cor representa 0 mesmo paciente nos
diferentes periodos do acompanhamento. As barras horizontais
representam os valores de medianas. Seis meses pos-tratamento (6 mpt);
12 meses pos-tratamento (12 mpt). O asterisco denota diferencas
estatisticamente significantes entre os dois grupos ou entre os diferentes
periodos avaliados. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Estas observacfes apontam para uma possivel participacdo da ativacéo
celular no processo patogénico das recidivas de LV nos pacientes coinfectados
pelo HIV-1.

4.5 Avaliacdo do status inflamatdrio e ativado do sistema imune,
através dos niveis de translocacdo microbiana em pacientes com

leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1)

Similar ao que foi observado para o grau de coexpressado das moléculas
de CD38 e HLA-DR, associadas a ativacdo de linfécitos T, os pacientes
LV/HIV-1 recidivantes mantiveram niveis plasmaticos elevados de CD14
soluvel (sCD14), receptor para lipopolissacaridio (LPS) na superficie de
monaocitos e macréfagos, mesmo nos periodos posteriores ao tratamento anti-
Leishmania. Os pacientes LV/HIV-1 ndo recidivantes, por sua vez, diminuiram
significativamente esses valores uma vez finalizado o tratamento anti-
Leishmania (mediana: 3916 ng/mL [IQR: 3166 a 5281]) em comparacdo aos
pacientes R (mediana: 5381 ng/mL [IQR: 4863 a 6744]), mantendo essa
diferenca significativa também com seis meses (mediana NR e R,
respectivamente: 3050 e 5325 ng/mL [IQR: 2516 a 4172 e 4506 a 6931]) e 12
meses poés-tratamento (mediana NR e R, respectivamente: 3466 e 5769 ng/mL
[IQR: 2514 a 4934 e 4241 a 7036]). Adicionalmente, essa diminuicdo
significativa dos niveis de sCD14 apresentada pelos pacientes NR foi
confirmada quando os valores observados no periodo de 12 mpt foram
confrontados aqueles observados na fase ativa da doenca (Figura 9).
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Figura 9: Niveis de CD14 solavel (sCD14) no plasma de pacientes
com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1), nas
diferentes fases do estudo. NR representa pacientes néo
recidivantes da LV, enquanto R se refere aos pacientes recidivantes da
doenca. A linha pontilhada vermelha representa o valor de mediana
apresentado por individuos sadios (mediana: 699 ng/mL). Cada
simbolo representa um paciente e cada cor representa 0 mesmo
paciente nos diferentes periodos do acompanhamento. As barras
horizontais representam os valores de medianas. Seis meses poés-
tratamento (6 mpt); 12 meses pés-tratamento (12 mpt). O asterisco
denota diferencas estatisticamente significantes entre os dois grupos
ou entre as diferentes fases do acompanhamento. *p<0,05; **p<0,005.
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Dadas essas observacbes, uma analise dos niveis plasmaticos de
sCD14 frente aos niveis plasméticos de LPS foi conduzida. Conforme
esperado, uma correlacdo positiva foi observada entre os niveis de sCD14 e 0s
niveis de LPS apresentados pelos pacientes LV/HIV-1 (p<0,001; r = 0,42)
(Figura 10A). Este resultado aponta que, de fato, o LPS esta biologicamente
ativo nesses pacientes. Além disso, uma correlagdo significativamente negativa
foi encontrada entre os niveis de sCD14 e as contagens absolutas de linfocitos
T CD4" apresentadas pelos pacientes LV/HIV-1 (p<0,0001; r = -0,5) (Figura
10B). Tal fato parece sugerir uma importante associacdo entre uma ativacéo
acentuada de componentes da imunidade inata e o0 prejuizo na reconstituicdo
imunoldgica apresentada por esses pacientes, uma vez que a secrecao de
sCD14 é dependente da ativacdo de mondcitos/macréfagos pelo LPS. Este
achado estd em acordo com o que foi observado para o grau de ativacdo da
imunidade adquirida, visto através dos percentuais de linfocitos T
coexpressando as moléculas CD38 e HLA-DR, uma vez que esses também se
correlacionaram negativamente com as contagens absolutas de linfécitos T
CD4" apresentadas pelos pacientes LV/HIV-1 acompanhados neste estudo

(dados nédo apresentados).
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Figura 10: Relacdo entre fatores plasmaticos associados a
translocacdo microbiana e o status imune apresentado por
pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-
1 (LV/HIV-1). A) Correlagdo entre os niveis plasméticos de
CD14 solavel e os de lipolissacarideos (LPS) durante todas as
fases do acompanhamento prospectivo (Spearman correlation,
p<0.001; r = 0.42). B) Correlacdo entre os niveis de sCD14 e as
contagens absolutas de linfécitos T CD4" ao longo do
seguimento (Spearman correlation, p<0.0005; r = -0.5). Cada
simbolo representa um paciente e as cores se referem as
diferentes fases do acompanhamento prospectivo. 6 meses pos-
tratamento (6 mpt); 12 meses pés-tratamento (12 mpt).
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4.6 Avaliacdo dos niveis de imunoglobulinas (Igs) da classe IgG e
das subclasses IgGl e IgG3 nos pacientes com leishmaniose
visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1) ao Ilongo do

acompanhamento prospectivo

Em adicdo a avaliacdo do status de ativacdo das células T e da
imunidade inata (ativacdo de macrofagos pela dosagem de sCD14), o grau de
ativacdo de linfécitos B foi inferido através das dosagens séricas de
imunoglobulina G (IgG) e suas subclasses (IgG1l e IgG3) anti-Leishmania. Os
resultados foram expressos como indice de ELISA (IE). Ambos os grupos NR e
R apresentaram medianas para os niveis de IgG total, IgGl e IgG3 anti-
Leishmania sempre consideravelmente mais elevadas do que aquelas
apresentadas por individuos sadios, nos trés subtipos de Igs avaliados
(mediana IgG total, IgG1 e 1gG3, respectivamente: 0,18; 0,84 e 0,18 IE [IQR:
0,08 a 0,55; 0,51 a 1,12 e 0,13 a 0,34] - linha tracejada vermelha) (Figura 11A,
11B e 11C).

Os pacientes LV/HIV-1 recidivantes (R), por sua vez, apresentaram
niveis mais elevados de IgG e IgG1l comparados aos pacientes LV/HIV-1 ndo
recidivantes (NR), ao longo de todo o acompanhamento prospectivo, embora
essa diferenca néo tenha sido estatisticamente significante (Figura 11A e 11B).
Por outro lado, de modo semelhante ao observado para a ativacao de linfécitos
T, ambos os grupos apresentaram niveis de IgG3 similarmente elevados nas
fases iniciais do acompanhamento (fase ativa - mediana NR e R,
respectivamente: 1,81 e 1,81 IE [IQR: 0,91 a 3,78 e 0,98 a 3,1]; pOs-tratamento
— mediana NR e R, respectivamente: 1,72 e 1,62 IE [IQR: 0,93 a 2,60 € 1,04 a
3,15]). Porém, aos seis (mediana NR e R, respectivamente: 0,51 e 1,22 IE
[[QR: 0,25 a 0,84 e 0,82 a 2,21]) e 12 meses poés-tratamento (mediana NR e R,
respectivamente: 0,43 e 0,96 IE [IQR: 0,31 a 0,79 e 0,73 a 1,82]), foi observada
uma diminuigcdo significativa desses valores entre os pacientes NR quando
comparados aos pacientes R. Estes ultimos mantiveram niveis de IgG3 anti-
Leishmania similares aos observados na fase ativa da doenca. Tal resultado
aponta uma possivel relacdo entre a reducdo dos niveis de 1gG3 e a

manutencado da LV em remissao clinica.
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Aléem disso, essa diminuicdo significativa se confirma quando se
compara os niveis de 1gG3 apresentados pelos pacientes NR na fase ativa com
aqueles mostrados nos periodos de seis e 12 meses pos-tratamento (Figura
11C).
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Figura 11: Niveis de Imunoglobulina G (IgG) (A) e suas
subclasses IgG1l e IgG3 anti-Leishmania (B e C) no soro de
pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1
(LV/HIV-1), ao longo do acompanhamento. NR representa
pacientes ndo recidivantes da LV, enquanto R se refere aos pacientes
recidivantes da doenca. A linha pontilhada vermelha representa o
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valor de mediana apresentado por individuos sadios. Cada simbolo
representa um paciente e cada cor representa 0 mesmo paciente nos
diferentes periodos do acompanhamento. As barras horizontais
representam os valores de medianas. Seis meses poés-tratamento (6
mpt); 12 meses poés-tratamento (12 mpt). O asterisco denota
diferencas estatisticamente significantes entre os dois grupos
avaliados ou entre os diferentes periodos do acompanhamento.
*p<0,05; **p<0,01.

4.7 Avaliagcdo prospectiva do grau de imunosenescéncia de
linféocitos T em pacientes com leishmaniose visceral coinfectados
pelo HIV-1 (LV/HIV-1)

Considerando que a intensa ativacdo celular leva a um status de
exaustdo crénica do sistema imune, e que esse fenbmeno pode contribuir para
0 prejuizo da resposta imune efetora e, consequentemente, para as frequentes
recidivas da LV em pacientes infectados pelo HIV-1, foi realizada a analise do
grau de imunosenescéncia de células T nos pacientes LV/HIV-1 ao longo do
acompanhamento prospectivo, identificada pelo fenétipo CD57°CD27".

Durante todas as fases do acompanhamento, as medianas de células T
CD4" e CDS8" senescentes apresentadas pelos pacientes LV/HIV-1 foram
significativamente superiores aquelas observadas para os individuos sadios de
mesma idade (mediana CD4 e CD8, respectivamente: 1,9 e 4,3 % [IQR: 0,4 a
4,1 e 2,6 a 10,2] — linha tracejada vermelha). Os percentuais de linfécitos T
CD4" e T CD8" senescentes foram elevados, sobretudo no periodo de 12
meses pos-tratamento (mediana CD4 e CD8, respectivamente: 12,5 e 50,8 %
[IQR: 2,9 a 18,2 e 22,7 a 61,0]) (Figura 12A e 12B). Nesse periodo, foi
observado um aumento significativo nos percentuais de células T CD8"
senescentes quando comparados a fase ativa da LV (mediana: 33,6 % [IQR:
20,6 a 43,8]) (Figura 12B). Adicionalmente, como ja é esperado quando se trata
da analise da senescéncia celular em tais subpopulacdes, os percentuais de
linfécitos T CD8" (Figura 12B) apresentando o fenétipo CD57°CD27  foram
mais elevados quando comparados aos percentuais nos linfécitos T CD4"
(Figura 12A).

Finalmente, apesar do grau de senescéncia imune em ambas as

subpopulacdes de células T ter sido consideravelmente elevado, nenhuma
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diferenca significativa pode ser observada neste parametro quando se
comparou os percentuais de linfocitos T senescentes apresentados pelos

pacientes recidivantes (R) ou ndo (NR) da doenca (dados ndo mostrados).
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Figura 12: Percentuais de expressdo do fendtipo CD57°CD27 em
linfocitos T CD4" (A) e CD8" (B) em pacientes com leishmaniose
visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1). A linha pontilhada
vermelha representa o valor de mediana apresentado por individuos
sadios (mediana CD4 e CDS8, respectivamente: 1,9 e 4,3 %). Cada
simbolo representa um paciente e cada cor representa 0 mesmo
paciente nos diferentes periodos do acompanhamento. As barras
horizontais representam os valores de medianas. Seis meses poés-
tratamento (6 mpt); 12 meses pos-tratamento (12 mpt). O asterisco
denota diferencas estatisticamente significantes entre os dois periodos
avaliados. *p<0,05.
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5. DISCUSSAO

Com o objetivo de avaliar o impacto da ativacao celular sobre o processo
de reconstituicdo imunolégica em pacientes com leishmaniose visceral
coinfectados pelo HIV-1, acompanhados prospectivamente, bem como
determinar a influéncia dessa reconstituicio no progndstico pos-tratamento
anti-Leishmania, este estudo identificou um padrédo imunolégico que diferiu os
individuos LV/HIV-1 que apresentaram um unico episodio de LV ao longo da
vida (ndo-recidivantes) daqueles que experimentaram mais de um episodio
ativo da doenca (recidivantes). Nesse trabalho, ambos 0s grupos encontravam-
se submetidos a profilaxia secundaria com anfotericina B e foram
acompanhados de forma prospectiva ao longo de 12 meses. Diferente de
outros estudos que avaliaram tais parametros imunoldgicos relacionados a
associacao LV/HIV-1 (Casado et al, 2015), esse modelo de acompanhamento
nos permitiu avaliar ndo so a historia prévia de LV em pacientes coinfectados,
como também o estado atual do paciente a cada visita ambulatorial.

Especificamente, na casuistica estudada, os pacientes LV/HIV-1
recidivantes mantiveram uma ativacao cronica do sistema imune durante todo o
acompanhamento, seguido de uma baixa reconstituicdo imunoldgica e de uma
ocorréncia acentuada de translocacdo microbiana para a corrente sanguinea,
sugerindo o envolvimento desses fatores na perda da manutengéo da remisséo
clinica da LV. Essa hipotese pbéde ser reforcada pelo fato desse padrdo
imunolégico apresentado, aparentemente, ndo estar relacionado a auséncia de
controle da replicacédo viral ou replicacdo parasitaria, uma vez que essas foram
baixas ou indetectaveis para a maioria dos pacientes LV/HIV-1, inclusive para
os recidivantes, ao longo de todo o acompanhamento.

Apesar da reconstituicdo imune decorrente da supressao viral, obtida
com o uso da TARV, ser bem descrita na infec¢cao pelo HIV-1 (Powderly et al,
1998; Rudy et al, 2015), a manutencdo das contagens de células T CD4" em
niveis baixos foi uma caracteristica marcante entre os pacientes LV/HIV-1
recidivantes. Esse resultado foi de acordo com a metanalise publicada por Cota
e colaboradores (2011), a qual demonstrou que a auséncia de recuperacéo
imunoldgica apds o tratamento para a LV primaria pode se constituir em um

fator preditivo de recidivas da doenca em pacientes infectados pelo HIV. Em
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contrapartida, 0s pacientes nao-recidivantes apresentaram sinais de
reconstituicdo imune no decorrer do acompanhamento, mostrando um aumento
significativo nos valores de células T CD4" circulantes, muito provavelmente em
decorréncia da diminuicdo do grau de ativacdo e, secundariamente, de um
controle parasitario mais bem sucedido, que perdurou até o final do
acompanhamento clinico, em funcdo do tratamento anti-Leishmania,.Por outro
lado, a manutencédo dos niveis elevados de ativagdo celular, seja linfocitaria ou
da imunidade inata (secrecéo de sCD14 por mondcitos/macrofagos), entre os
pacientes LV/HIV-1 recidivantes, mesmo sob um controle viral e parasitario
bem sucedido, poderia estar diretamente associada ao fato desses pacientes
possuirem um tempo de exposi¢cao ao HIV-1 mais prolongado (Tabela 1), além
de um intervalo maior entre o diagndstico da infeccdo pelo HIV-1 e o primeiro
episodio ativo da LV. Por outro lado, na nossa casuistica, um tempo mais
prolongado de exposicdo ao virus também significou um tempo maior de
submisséo a TARV e, dessa forma, de um controle da replicagdo viral mais
precoce. De fato, nove dos 11 pacientes recidivantes apresentaram uma carga
viral baixa ou indetectavel jA no momento da admisséo no estudo. Ainda assim,
0 grau de ativagdo imune se encontrava elevado nesta fase, sendo mantido
mesmo apdés o tratamento anti-Leishmania e nos periodos finais do
acompanhamento. Esses resultados corroboram com o que tem sido descrito
para individuos infectados pelo HIV sem LV, os quais persistem com um status
inflamatoério e ativado exacerbado apesar do uso da TARV e do sucesso no
controle viral (Karim et al, 2014; Wada et al, 2015; Rudy et al, 2015).

Alguns estudos tém descrito que a persisténcia do elevado grau de
ativacdo de células T induzido pelo HIV-1 em individuos com supressao viral
pela TARV, pode predizer um prognéstico tdo ruim quanto o de pacientes
positivos para o HIV-1 nao tratados (Bofill et al, 1996; French et al, 2009),
estando relacionada com a progressdo da doenca, por exemplo, através do
desenvolvimento de complicagcbes vasculares (Karim et al, 2014), do aumento
da taxa de mortalidade (Hunt et al, 2011) e da maior suscetibilidade a outras
doencas infecciosas, dentre elas as leishmanioses (Da-Cruz et al, 2006;
Vivarini et al, 2015). De fato, o nosso grupo ja havia mostrado anteriormente,
porém de forma transversal, que pacientes de associacdo LV/HIV-1

apresentavam altos niveis de ativagédo celular, mesmo sob o controle da carga
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viral pelo uso da TARV (Santos-Oliveira et al, 2010). Além disso, esse status de
ativacdo também se mostrou elevado entre pacientes coinfectados em
remissdo clinica da LV, apontando que a infeccdo por Leishmania,
independente da carga parasitaria, pode se constituir em um fator adicional
para explicar o elevado grau de ativacdo e de comprometimento imune nos
casos de coinfec¢do Leishmania/HIV-1 (Santos-Oliveira et al, 2013).

Na presente avaliagdo, embora os pacientes LV/HIV-1 ndo-recidivantes
tenham apresentado niveis de ativacdo similarmente elevados na fase inicial do
acompanhamento, esse status imunoldgico foi revertido nos periodos
posteriores ao tratamento da LV, de modo que os percentuais de linfécitos T
ativados diminuiram significativamente nos seis e 12 meses pos-tratamento.
Além disso, a propria auséncia de recidivas da LV pode melhorar o status
imunologico geral desses pacientes, uma vez que este tende a se apresentar
cada vez mais comprometido a cada nova reativagdo da doenca em pacientes
coinfectados com HIV-1.

A persisténcia de baixos niveis de DNA parasitario no sangue periférico
tem sido demonstrada em pacientes LV/HIV-1, em detrimento de uma resposta
clinica adequada a terapia especifica. Tal fato conduz a uma condicao clinica
caracterizada por uma alternancia entre as formas assintomaticas e
sintomaticas da doenca (del Giudice et al, 2002). Embora a maioria dos
pacientes recidivantes também tenha apresentado sucesso no controle
parasitario, parte deles ainda apresentou uma carga parasitaria detectavel nos
periodos finais do acompanhamento. Dessa forma, apesar dos niveis baixos,
mas detectaveis de DNA de Leishmania no sangue periférico de pacientes
LV/HIV-1, nem sempre acarretarem em uma recidiva clinica da doenca, apenas
0s pacientes recidivantes mantiveram a carga parasitaria detectavel apés o
tratamento, e mesmo em vigéncia da profilaxia secundaria.

No entanto, ainda é pouco elucidado se a reconstituicdo imunoldgica
limitada, bem como a ocorréncia de frequentes reativacbes da LV séo,
primariamente, conduzidas pela persisténcia do parasito ou por um processo
imunologico subjacente, como o ja descrito grau de ativacdo imunoldgica.
Apesar disso, este estudo encontrou uma correlacdo significativamente
negativa entre os niveis de ativagdo de linfécitos T CD8" e as contagens

absolutas de linfocitos T CD4" (dados ndo mostrados). Tal fato indica mais uma

59



vez que, além das consequéncias da propria leishmaniose visceral (Santos-
Oliveira et al, 2013), a manutencédo de niveis elevados de ativacdo pode estar
relacionada com o0 prejuizo na recuperagdo imunolégica em pacientes de
associacdo LV/HIV-1, mesmo que esses facam uso da profilaxia secundaria.
Esta hipotese foi reforcada quando observamos, simultaneamente, uma
forte correlacdo entre as baixas contagens de células T CD4" e o intenso grau
de ativacdo da imunidade inata, visto através dos niveis elevados de sCD14.
Esse resultado pode estar indiretamente associado ao impacto que 0s niveis
de translocacdo microbiana podem exercer sobre o sistema imune dos
pacientes LV/HIV-1, uma vez que os niveis de sCD14 foram positivamente
correlacionados aos niveis elevados de LPS observados nesses pacientes.
Essa relacdo positiva entre os niveis de sCD14 e de LPS nos pacientes
coinfectados ao longo do acompanhamento expos duas informacdes de
extrema relevancia: a primeira, que o LPS se encontra biologicamente ativo
nesses pacientes; e a segunda, como uma consequéncia da primeira, que 0s
niveis de translocacao microbiana parecem, de fato, estar relacionados com o
status inflamatério exacerbado dos pacientes LV/HIV-1. A translocacdo de
produtos microbianos, tais como o LPS, do lumen intestinal para a corrente
sanguinea é descrita como uma consequéncia da deterioracdo do tecido
linfoide associado a mucosa do intestino, vista através da deplecdo massiva de
células T CD4" presentes nesse microambiente. Consequentemente, ocorre
uma perda expressiva da integridade de mucosa que leva a um aumento da
permeabilidade intestinal a tais componentes (Douek, 2013; Wang & Kaotler,
2014), de modo que ao alcancarem a corrente sanguinea passam a se
constituir em importantes cofatores da persisténcia do grau de ativacdo, como
ja foi muito bem descrito na infeccdo pelo HIV-1 (Brenchley et al, 2006; Klatt et
al, 2013), na LV (Santos-Oliveira et al, 2011) e, mais recentemente, na
associacao de ambas infec¢des (LV/HIV-1) (Santos-Oliveira et al, 2013).
Adicionalmente, o presente estudo permitiu sugerir que a translocacao
microbiana e sua consequente hiperativacdo da imunidade inata, possam ser
considerados como mecanismos adicionais as frequentes recidivas da LV em
pacientes coinfectados pelo HIV-1. Isso porque pacientes LV/HIV-1
recidivantes foram aqueles que mantiveram os niveis de sCD14 elevados

durante todo o acompanhamento clinico, demonstrando assim, uma
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manutencdo da hiperativacdo de mondcitos/macréfagos mesmo apdés o
controle parasitario. Além disso, os niveis de citocinas pro-inflamatoérias (MIF,
IL-8 e IL-6) tenderam a ser maiores também neste grupo avaliado em relacao
aos nao-recidivantes (dados ndo mostrados). Embora esta tendéncia ndo tenha
apresentado significativa estatistica, as observacbes corroboram com esta
exacerbacdo da resposta inflamatéria em pacientes coinfectados com
frequentes episodios de reativacdo da LV. Em contrapartida, aqueles pacientes
que nao apresentaram episédios de recidivas da doenca mostraram uma
diminuicao significativa do grau de ativacao imune inata logo apos o tratamento
anti-Leishmania.

Paralelamente, quando avaliamos o grau de ativacdo de linfécitos B,
inferido através da dosagem de IgG, IgGl e IgG3 anti-Leishmania, os
resultados observados nédo foram diferentes daqueles ja descritos para o status
de ativacao de células T e da imunidade inata. Dessa forma, o grau de ativacdo
de linfécitos B diferiu entre os pacientes LV/HIV-1 recidivantes e néo-
recidivantes para a doenca, aqui avaliados. Os pacientes recidivantes
mantiveram niveis elevados de Igs durante todo o acompanhamento
prospectivo, ao passo que nos pacientes nao recidivantes esses valores foram
sempre mais baixos. Semelhante ao que foi observado na ativacao de linfécitos
T, os niveis de 1gG3 foram similarmente elevados entre os dois grupos nas
fases iniciais do acompanhamento. Porém, de forma interessante, os pacientes
nao recidivantes foram aqueles que demonstraram uma diminui¢ao significativa
desses valores nos periodos posteriores ao tratamento. Esse resultado
corroborou com a hipétese de que essa subclasse de IgG possa se constituir
em um possivel biomarcador de manutencdo da remissdo clinica em
leishmanioses (Fagundes-Silva et al, 2012). As IgGs séo produzidas em
resposta as proteinas antigénicas do parasito, e seu declinio apos a terapia e
cura clinica € presumidamente devido a auséncia do estimulo antigénico.
Dessa forma, manter os niveis dessas subclasses de IgG elevados ap6s o
tratamento anti-Leishmania pode apontar ndo sO falha terapéutica como
também, possiveis episodios de recorréncias da LV (Bhattacharyya et al,
2014), sobretudo em pacientes coinfectados pelo HIV-1.

Diante de todos os resultados até aqui discutidos, pode-se dizer que

pacientes de associagdo LV/HIV-1 vivenciam um continuo circulo vicioso.
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Nesses pacientes, a intensa imunossupressao resultante da manutencédo do
prejuizo da reconstituicdo imunoldgica, pode levar a uma maior predisposi¢do
as recidivas da LV (Cota et al, 2011; Okwor & Uzonna, 2013), como pdde ser
observado para os pacientes LV/HIV-1 recidivantes. Ao mesmo tempo, a
infecc@o por Leishmania é vista como um potencializador do grau de ativacédo
cronica do sistema imune em pacientes LV/HIV-1, que por sua vez pode
intensificar o comprometimento da reconstituicdo imune desses pacientes
(Santos-Oliveira et al, 2010). Esse processo pode ser agravado, uma vez que
tem sido descrito que o intenso grau de ativagdo tende a culminar com um
envelhecimento imune precoce em individuos cronicamente infectados (Appay
et al, 2007; Gautam et al, 2013). Diante disso, nesse cenario de associacao
LV/HIV-1 hipotetizou-se que o grau de imunosenescéncia apresentado pelos
pacientes avaliados, poderia ser outro importante cofator para explicar néo s6 o
comprometimento imunoldgico, como também as frequentes recidivas da LV
nestes pacientes coinfectados pelo HIV-1. Tal fato pode ser sugerido uma vez
gue os niveis potencializados de ativacdo desempenhariam um papel crucial
em promover um rapido declinio da funcionalidade do sistema imune e, assim,
da eficiéncia da resposta efetora.

Até onde é de nosso conhecimento, um Unico estudo, realizado por
Casado e colaboradores (2015), sugeriu uma possivel associacdo entre o
aumento da senescéncia em células T com a presenca de um alto grau de
ativacdo imune em pacientes infectados pelo HIV, com histéria prévia de LV.
No entanto, este estudo foi de carater retrospectivo, o que ndo permitiu aos
autores avaliar a real influéncia desse processo sobre o estado atual desses
pacientes, uma vez que no momento da admissdo no protocolo de estudo,
nenhuma evidéncia de LV ativa, ou recidiva da doenca, foi observada. Além
disso, este estudo ndo avaliou o0s pacientes com historia de associacéo
LV/HIV-1 de modo longitudinal, comparando-os em entre si, mas relacionando
a casuistica analisada apenas com pacientes monoinfectados pelo HIV-1, que
apresentavam resposta imune discordante a TARV.

No presente estudo, os pacientes LV/HIV-1 apresentaram altos
percentuais de linfocitos T senescentes, sobretudo na subpopulagdo T CD8,
gue assim seguiram desde a fase ativa até os periodos finais do

acompanhamento, quando valores mais pronunciados foram observados. Esse
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resultado sugere mais uma vez que pacientes LV/HIV-1 exibem, de fato, um
sistema imune cronicamente ativado, que néo se altera como uso da TARV e
da manutencao do tratamento anti-Leishmania.

No entanto, ndo foram observadas diferencas no que se refere ao perfil
fenotipico de senescéncia imune entre os pacientes coinfectados recidivantes
ou ndo, o que nos faz pensar em possiveis explicacbes para esse fenotipo
imunosenescente ter-se apresentado de forma similar entre o0s grupos.
Primeiramente, o tempo de acompanhamento pode nao ter sido suficiente para
avaliar esse fendbmeno, visto que um padréo de distribuicdo mais heterogéneo
dos pacientes LV/HIV-1 p6de ser observado apenas no periodo de 12 mpt. Isto
sugere que, em algum momento posterior a esse periodo, os dois grupos
avaliados poderiam vir a apresentar diferencas entre si. Outra possivel
explicacdo se baseia no fato do fenébmeno de imunosenescéncia de células T
ser um processo irreversivel (Brenchley et al, 2003; Appay et al, 2007). Uma
vez que ambos 0S grupos apresentaram um status altamente ativado ja no
inicio do acompanhamento, a tendéncia é que o fendtipo senescente
acompanhe esse processo. Entretanto, o fato dos pacientes ndo-recidivantes
terem diminuido o grau de ativacdo apdés o tratamento, ndo significa que
imediatamente 0 mesmo fenbmeno seria observado em termos de expressao
do fenotipo CD57°CD27". Em outras palavras, a expressdo de tal fenétipo nas
células T em estagio final de diferenciacdo ndo pode ser revertida,
permanecendo elevada por um longo tempo.

Adicionalmente, embora o perfil fenotipico de senescéncia imune nédo
tenha diferido entre o0s grupos avaliados, diferencas em termos de
funcionalidade de células T podem existir. Essa hipétese foi levantada pelo fato
do fendbmeno de imunosenescéncia consistir em um conjunto de fatores aliado
ao fenotipo de células terminalmente diferenciadas. Estas células podem
apresentar um prejuizo qualitativo importante, caracterizado pela perda da
capacidade proliferativa e de producdo de citocinas (Brenchley et al, 2003;
revisto por Chou & Effros, 2013). Além disso, de forma subjacente a esse
processo, pode ser observada uma exaustdo dos recursos imunes primarios,
com uma deficiéncia no output timico, que leva a uma menor geragdo de novas
células para a periferia (Douek et al, 1998; Molina-Pinelo et al, 2009) e,

consequentemente, a presenca de um repertério de células T mais restrito
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(Romiti et al, 2001; Giacoia-Gripp et al, 2005). Juntos, esses fatores podem
acarretar em um déficit da resposta imune efetora em individuos de associacao
LV/HIV-1, que pode se constituir em um dos principais mecanismos
responsaveis pelo prejuizo no controle parasitario e, consequentemente, maior
predisposicao a recidivas entre os pacientes coinfectados recidivantes. Diante
disso, estudos futuros sdo necessarios para melhor elucidar esse processo.

Em relagdo & manutencdo da profilaxia secundéria pode-se concluir de
forma preliminar que esta ndo foi capaz de influenciar a ocorréncia de
recidivas, bem como a diminui¢cao dos niveis de ativagcdo em pacientes LV/HIV
recidivantes. Ao mesmo tempo, levanta-se a hip6tese de que a manutencao do
tratamento anti-Leishmania poderia ter um efeito benéfico naqueles casos em
qgue o individuo apresenta o primeiro episédio de LV (coincidente com o grupo
dos ndo-recidivantes), os quais apresentaram uma melhor reconstituicdo
imunolégica e parasitoldgica da infecgéo.

Finalmente, este estudo visou preencher mais uma lacuna de
conhecimento no que se refere a esta entidade patolégica emergente, a
associacdo LV/HIV-1. Diferencas importantes em termos de reconstituicdo
imune, ativacao celular e status inflamatoério foram observados entre pacientes
coinfectados que se mantém em remissdo clinica da LV e aqueles com
frequentes episddios de recidivas da doenca. Tal fato nos permitiu sugerir uma
influéncia expressiva desses fatores sobre os diferentes desfechos clinicos da
LV em pacientes coinfectados pelo HIV-1. Dessa forma, este trabalho
contribuiu para que futuramente mais estudos possam levantar possiveis
biomarcadores e ferramentas que auxiliem na predicdo de um progndstico de

recrudescéncia ou controle da LV na associa¢éo LV/HIV-1.
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6. CONCLUSOES

Baseando-se em nossos recentes estudos, as principais conclusdes se
resumem da seguinte forma:

1. O uso de TARYV foi efetivo na supressdo da carga viral de HIV-1
em ambos 0s grupos, e para a maioria dos casos ja na fase ativa da
doenca.

2. Na LV em atividade, o comprometimento imune € similar entre os
pacientes LV/HIV-1, independentemente de ter sido o primeiro episodio de
LV ou de se tratar de recidivas da doenca, ou seja: ambos R e NR
apresentaram uma alta carga parasitaria (quantificacdo de DNA de
L. infantum por PCR tempo real), altos niveis de ativacdo linfocitaria e
baixas contagens de linfocitos T CD4" na periferia. Este fato deve estar
relacionado aos antigenos do parasito. O que diferencia estes casos é a
evolucao pos-tratamento/profilaxia.

3. A maioria dos pacientes LV/HIV-1 tratados e sob profilaxia
secundaria passa a apresentar niveis indetectaveis (NR) ou, em alguns
casos (R), niveis baixos de deteccdo de DNA parasitario, apontando um
controle parasitario periférico logo apds o tratamento anti-Leishmania.

4. A translocacdo microbiana parece ocorrer de forma mais
acentuada nos pacientes recidivantes, o que por sua vez, contribui para o
intenso grau de ativacao de linfocitos T e de células da imunidade inata. Em
consequéncia deste processo de ativacdo imune, os pacientes LV/HIV-R
também mantiveram uma baixa reconstituicdo imunolégica, devido a
auséncia de recuperacdo das contagens de células T CD4". Desta forma,
a manutencao do status imunoldgico deficitario é provavelmente um dos
fatores que contribuem para maior suscetibilidade a reativagbes da LV em
pacientes coinfectados pelo HIV-1.

5. Os pacientes LV/HIV-NR evoluiram com reducdo da ativacao
linfocitaria, ganho de linfécitos T CD4" na periferia e reducédo dos niveis de
sCD14, indicando que houve reconstituicio imune e reducdo da

translocacao microbiana.
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6. Os pacientes LV/HIV-1, sobretudo aqueles recidivantes,
apresentaram niveis elevados de IgG total e suas subclasses (IgG1 e 1gG3)
anti-Leishmania. No entanto, apds o tratamento, apenas pacientes LV/HIV-
NR apresentaram uma diminuicéo significativa dos niveis de 1gG3. Esses
resultados apontam que a dosagem de IgG3 sérica pode ndo sé se
constituir em um possivel biomarcador de progndéstico em pacientes
coinfectados, como também que a ativacdo de linfécitos B pode ter uma
participacado importante na imunopatogénese da associag¢ao LV/HIV-1.

7. Ao longo dos 12 meses de acompanhamento houve um aumento
progressivo do grau de imunosenescéncia, sendo que este fato ocorreu em
ambos os grupos NR e R, ndo havendo diferencas entre eles.
Diferentemente do que se esperava, a reducdo da ativacao linfocitaria
observada no grupo NR néo foi acompanhada por uma menor inducédo de
imunosenescéncia. Esse resultado pode estar associado ao fato deste ser
um fenémeno irreversivel, fazendo com que pacientes LV/HIV-1 exibam um
sistema imune cronicamente ativado, que ndo se modifica apesar do uso da
TARV e do tratamento anti-Leishmania. Além disso, a auséncia de
diferengas fenotipicas associadas a senescéncia imune entre os pacientes
R e NR néo significa que diferengas em termos funcionais ndo possam
existir.

8. Diferencas imunoldgicas existiram apesar de todos os pacientes
LV/HIV-1 estarem em vigéncia da profilaxia secundéaria. A principio, a
manutencdo do tratamento anti-Leishmania, apesar de se mostrar
indispensavel, parece ndo ser capaz de interferir no curso clinico daqueles
pacientes que vivenciam frequentes episédios de LV. No entanto, seu uso
parece trazer efeitos positivos sobre a manutencdo da remissdo clinica,
principalmente naqueles individuos LV/HIV-1 que apresentam a um unico

episddio ativo de LV ao longo da vida.
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ANEXO A -

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pacientes em investigacao de co-infeccdo Leishmania/HIV

Instituicdo Proponente: Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, Laboratério de
Imunoparasitologia. Av. Brasil, 4365, Pav. Lebnidas Deane sala 408,
Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ. Tel 0XX21-2562-1034.

Instituicao Responsavel:

Titulo do Projeto: “Desenvolvimento de instrumentos clinicos e
laboratoriais aplicaveis aos estudos clinico-epidemiologicos, ao diagndstico e
ao monitoramento terapéutico da co-infeccdo HIV/Leishmania. Pesquisador
Responséavel: Alda Maria Da-Cruz, médica, Pesquisadora Associada

Equipe: Carmem Beatriz Wagner Giacoia-Gripp (assistente de
coordenacio), Alvaro Bertho, Ana Lucia Telles Rabello, Carlos Henrique Costa
Nery, Claude Pirmez, Elisa Cupolillo, Gustavo Romero, Hiro Goto, José Angelo
Lindoso, Marise Mattos, Manoel Paes Oliveira-Neto, Mariza G. Morgado,
Rivaldo Venancio, Valdir Sabbaga-Amato, Beatriz Grinzstejn, Valdiléa Veloso,
Jose Pilotto .

Colaboradores/Médicos assistentes e Instituicdo/telefone de contato:

Nome do Voluntario:

Nome do Responsavel:

Eu declaro que aceito participar como voluntario da investigacao
cientifica coordenada pela Dra. Alda Maria Da-Cruz e com a participacdo do

meu médico Dr. . Neste estudo os

pesquisadores querem descobrir as pessoas que tem leishmaniose e possam
ter AIDS ou pessoas que tém AIDS e possam ter leishmaniose. O objetivo
melhorar os conhecimentos sobre os sintomas e o diagnéstico destas doencas,
além de estudar como o sistema imunoldgico do organismo de uma pessoa
gue tem AIDS reage quando ela apresentar, ao mesmo tempo, a leishmaniose.
Nos casos em que houver as duas doencas, sera realizado um

acompanhamento clinico e laboratorial dos pacientes. Nos casos de

s




leishmaniose sem AIDS, os pacientes também poderéo fazer parte do estudo
caso seja de sua vontade.

Fui informado que este estudo podera ndo me beneficiar diretamente,
embora tenha a possibilidade de serem descobertos exames de laboratério que

poderdo ajudar a prevenir a evolucdo da leishmaniose. Os resultados dos

exames deverdo ser comunicados e entreques a mim ou ao médico

responsavel por meu acompanhamento.

Minha colaboragéo sera submeter-me aos seguintes procedimentos, a serem
realizados por profissionais de saude especializados:

1. Responder a um questionario contendo informacdes pessoais, da minha
residéncia e das doencas que apresentei ou tenho neste momento.

2. Consulta ambulatorial periédica para realizacdo de exame clinico e
exames laboratoriais de rotina procedimentos necessarios para o
diagnostico da leishmaniose (coleta de sangue, bidpsia e teste de
Montenegro). Nao aplicavel aos individuos sadios.

3. Teste de Montenegro. Este consiste na aplicacdo de 0,1 ml de uma
solucédo contendo parasitos mortos pelo mertiolate. A leitura € feita em
48h. Este podera ser repetido quando for necesséario avaliar minha
imunidade para a leishmaniose. Nao aplicavel aos individuos sadios.

4. Coleta de 40 ml de sangue através de agulha que fara puncéo da veia do
braco. Esta coleta devera ser repetida periodicamente (a cada trés ou
seis meses).

5. Coleta de sangue para realizar sorologia anti-HIV com minha

autorizacéo.
6. Caso haja o diagnéstico de AIDS serei acompanhado e tratado.

Esclarecimentos sobre os procedimentos e inconvenientes:

O teste de Montenegro € utilizado rotineiramente para o diagnéstico da
leishmaniose e quando for positivo indica que o organismo € capaz de ter
resisténcia imunoldgica ao parasito causador da doenca. No entanto, o teste
NAO deve ser aplicado nos individuos alérgicos a mertiolate. A reacdo positiva
se acompanha de vermelhiddo e endurecimento da pele no local onde o teste
foi aplicado. Reacdes mais intensas como inflamacéo, ulceracdo da pele ou
mesmo febre também podem ocorrer, mas sao raras.

O volume de sangue retirado ndo causa distarbios ou riscos ao organismo. Os
possiveis desconfortos, se ocorrerem, séo relacionados a problemas durante a
retirada do sangue, como extravasamento de sangue que causam dor e
hematoma, mas que regridem ap6s 3 a5 dias.

Para o diagndstico também sera realizada uma biépsia da ulcera para quem
tem suspeita de doenca na pele ou retirada de sangue da medula para quem
tem suspeita de doenca nas visceras também serdo realizados para o
diagndstico. Os individuos alérgicos ao anestésico NAO poderdo ser
biopsiados. As complicacdes que podem ocorrer sdo dor e sangramento que
regridem geralmente ao final de dois a trés dias.

Todo o material retirado do meu corpo devera ser utilizado somente para fins
de diagndstico e pesquisa. Autorizo que eles sejam guardados na FIOCRUZ ou
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nas Instituicbes que participam desta pesquisa, para serem utilizados em
futuros projetos de pesquisa apos andlise e aprovacéo de um Comité de Etica.
Os investigadores deverdo, a qualquer momento, esclarecer minhas duvidas
sobre o estudo e a doenca, a utilizacdo do material biologico retirado do meu
corpo e os resultados obtidos com o estudo. Os autores deverdo guardar meus
dados, sendo eles sigilosos e confidenciais. Os resultados poderdo ser
divulgados na forma de comunicagdo cientifica, mas ndo permito a minha
identificacdo. A _qualquer _momento poderei _me retirar _deste estudo sem
qualquer prejuizo ao meu tratamento.

Declaro estar ciente do teor deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, e decidido a participar da investigacdo proposta no projeto. Este
documento ficara arquivado no Laboratério de Imunoparasitologia do Instituto
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ ou no

(_nome da Instituicdo colaboradora), ficando Eu de posse de uma copia.

Voluntério/ :
RG:
Responsavel assinatura

Testemunha:
RG:

assinatura
Investigador:
RG:

assinatura
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Voluntarios - Pacientes

Instituicdo Proponente: Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, Laboratorio de
Imunoparasitologia. Av. Brasil, 4365, Pav. Lebnidas Deane sala 408,
Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ. Tel 0XX21-2562-1034.

Instituicéo Responsavel:

Titulo do Projeto: “Desenvolvimento de instrumentos clinicos e
laboratoriais aplicaveis aos estudos clinico-epidemiologicos, ao diagndstico e
ao monitoramento terapéutico da co-infec¢ao HIV/Leishmania.

Pesquisador Responsavel: Alda Maria Da-Cruz, médica, Pesquisadora
Associada

Equipe: Carmem Beatriz Wagner Giacoia-Gripp (assistente de coordenacao),
Alvaro Bertho, Ana Lucia Telles Rabello, Carlos Henrique Costa Nery, Claude
Pirmez, Elisa Cupolillo, Gustavo Romero, Hiro Goto, José Angelo Lindoso,
Marise Mattos, Manoel Paes Oliveira-Neto, Mariza G. Morgado, Rivaldo
Venancio, Valdir Sabbaga-Amato, Beatriz Grinstejn, Valdiléa Veloso, Jose
Pilotto .

Colaboradores/Médicos assistentes e Instituicdo/telefone de contato:

Nome do Voluntario:

Nome do Responsavel:

Eu declaro que aceito participar como voluntario da investigacao
cientifica coordenada pela Dra. Alda Maria Da-Cruz e com a participacdo do

meu médico Dr. . Neste estudo os

pesquisadores querem descobrir as pessoas que tem leishmaniose e possam
ter AIDS ou pessoas que tém AIDS e possam ter leishmaniose. O objetivo
melhorar os conhecimentos sobre os sintomas e o diagnéstico destas doencas,
além de estudar como o sistema imunologico do organismo de uma pessoa
gue tem AIDS reage quando ela apresentar, ao mesmo tempo, a leishmaniose.
Nos casos em que houver as duas doencas, sera realizado um
acompanhamento clinico e laboratorial dos pacientes. Nos casos de
leishmaniose sem AIDS, ou AIDS sem leishmaniose 0s pacientes também

estdo convidados a fazer parte do estudo, caso seja da vontade dos mesmos.
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Fui informado que este estudo podera ndo me beneficiar diretamente,
embora tenha a possibilidade de serem descobertos exames de laboratério que
poderdo ajudar a prevenir a evolugdo da leishmaniose. Os resultados dos

exames deverdo ser comunicados e entreques a mim ou ao médico

responsavel por meu acompanhamento.

Minha colaboracdo sera submeter-me aos seguintes procedimentos, a serem
realizados por profissionais de salude especializados:

1. Responder a um questionario contendo informacgdes pessoais, da
minha residéncia e das doengas que apresentei ou tenho neste
momento.

2. Consulta ambulatorial periddica para realizacdo de exame clinico e
exames laboratoriais de rotina procedimentos necessarios para o
diagndstico da leishmaniose (coleta de sangue, bidpsia e teste de
Montenegro). N&o aplicavel aos individuos sadios e sem suspeita
de leishmaniose.

3. Teste de Montenegro. Este consiste na aplicacdo de 0,1 ml de
uma solucéo contendo parasitos mortos pelo mertiolate. A leitura é
feita em 48h. Este podera ser repetido quando for necessario
avaliar minha imunidade para a leishmaniose._N&o aplicavel aos
individuos sadios e sem suspeita de leishmaniose.

4. Coleta de 40 ml de sangue através de agulha que fara puncéo da
veia do braco. Esta coleta devera ser repetida periodicamente (a
cada trés ou seis meses).

5. Coleta de sangue para realizar sorologia anti-HIV com_ minha

autorizacéo.
6. Caso haja o diagndstico de AIDS serei acompanhado e tratado.

Esclarecimentos sobre os procedimentos e inconvenientes:

O teste de Montenegro € utilizado rotineiramente para o diagnéstico da
leishmaniose e quando for positivo indica que o organismo € capaz de ter
resisténcia imunoldgica ao parasito causador da doenca. No entanto, o teste
NAO deve ser aplicado nos individuos alérgicos a mertiolate. A reacdo positiva
se acompanha de vermelhiddo e endurecimento da pele no local onde o teste
foi aplicado. Reacdes mais intensas como inflamacéo, ulceracdo da pele ou
mesmo febre também podem ocorrer, mas sao raras.

O volume de sangue retirado ndo causa distarbios ou riscos ao organismo. Os
possiveis desconfortos, se ocorrerem, séo relacionados a problemas durante a
retirada do sangue, como extravasamento de sangue que causam dor e
hematoma, mas que regridem apo6s 3 a5 dias.

Para o diagndstico também sera realizada uma biépsia da ulcera para quem
tem suspeita de doenca na pele ou retirada de sangue da medula para quem
tem suspeita de doenca nas visceras também serdo realizados para o
diagndstico. Os individuos alérgicos ao anestésico NAO poderdo ser
biopsiados. As complicacdes que podem ocorrer sdo dor e sangramento que
regridem geralmente ao final de dois a trés dias.

Todo o material retirado do meu corpo devera ser utilizado somente para fins
de diagndstico e pesquisa. Autorizo que eles sejam guardados na FIOCRUZ ou
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nas Instituicbes que participam desta pesquisa, para serem utilizados em
futuros projetos de pesquisa apos andlise e aprovacéo de um Comité de Etica.
Os investigadores deverdo, a qualqguer momento, esclarecer minhas duvidas
sobre o estudo e a doenca, a utilizacdo do material biologico retirado do meu
corpo e os resultados obtidos com o estudo. Os autores deverdo guardar meus
dados, sendo eles sigilosos e confidenciais. Os resultados poderdo ser
divulgados na forma de comunicagdo cientifica, mas ndo permito a minha
identificacdo. A _qualquer _momento poderei _me retirar _deste estudo sem
qualquer prejuizo ao meu tratamento.

Declaro estar ciente do teor deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, e decidido a participar da investigacdo proposta no projeto. Este
documento ficara arquivado no Laboratério de Imunoparasitologia do Instituto
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ ou no

___(nome da Instituicao colaboradora), ficando Eu de posse de uma copia.

Voluntario/ :
RG:
Responsavel assinatura

Testemunha:
RG:

assinatura

Investigador:
RG:

assinatura
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ANEXO B -

Aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa em Humanos do Instituto
Oswaldo Cruz - 10C.

Ministério da Salce
Fundagac Oswaido Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 17 de outubro de 2005.

[ ~ PARECER

Titulo do Projeto: “Desenvolvimento de instrumentos clinico-laboratoriais aplicaveis aos
estudos clinico-epidemiolégicos, ao diagnostico e ac monitoramento terapéutico da co-
infecgao HIV/Leishmania”.

Protocolo CEP: 280/05

Pesquisador Responsavel. Alda Maria Da-Cruz

Instituicao: 10C

Deliberagao: APROVADO COM RECOMENDACAO

O projeto versa sobre a co-infecgdo HIV-Leishmaniose e tem por objetivo
identificar “as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos casos de co-infecgéo HIV-
Leishmania em dreas de alta ocorréncia de ambas as doengas, bem como identificar as
principais caracteristicas imunopatogénicas da associagido entre estes patégenos”
Pretende, ainda, “pesauisar a sensibilidade e a especificidade dos exames parasitologicos
e sorologicos classicos e compara-las respectivamente a métodos moleculares para
identificagéo de DNA de Leishmania e lestes sorologicos utilizando novos alvos (Hsp83
de L. infantum e rK39 de L. chagas) assim como identificar marcadores imunolégicos que
tenham valor preditivo de resposta ao fratamento ou evolugéo”.

Para o alcance dos objetivos, propde-se um estudo retrospectivo onde se dara a
busca de registros hospitalares nas varias instituigoes participantes, utilizando-se um ficha
clinica para recuperagac e analise de aspectos clinicos, diagnosticos e evclutivos de
portadores de co-infecggo. A pesquisa preve, ainda, um estudo a partir de busca ativa de
pacientes onde serao organizados os seguintes grupoes: a) cerca de 50 pacientes que se
encontram atualmente em acompanhamento clinico; b) 30 pacientes portadores somente
de leishmaniose tegumentar; c¢) 30 pacientes portadores somente de leishmaniose
visceral (grupos b e ¢ sao pacientes sem historia de infecgdo de HIV); d) 50 individuos
com infecgao por HIV, sem leishmaniose €; e) 20 individuos sadios.

Todas as instituigoes participantes enviaram documentagao citando participar da
pesquisa. O termo de consentimento esta adequado sugerindo-se a incorporagao
dos telefones locais nas cidades fora do Estado do Rio de Janeiro.

Apos analise por este colegiado tendo por referéncia as diretrizes e normas da
resolugdo CNS196/96, foi decidido pela APROVACAO do referido protocolo.

Informamos, outrossim, que deverao ser apresentados relatorios parciais/anuais e
relatério final do projeto de pesquisa.

Além disso, qualquer modificacdo ou emenda ao protocolo
submetida para apreciagdo do CEP/Fiocruz.

A

f [\r\/‘\,
A ! My, LM

José Luiz Telles de Aimeida Dt gy ,,';"’45303

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa e g,

Em Seres Humanos da Fundagao Oswaldo Cruz i Mapolyy
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Aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa em Humanos do Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas - IPEC.

Ministério da Salda
i t MOCRUZ
Fundagio Oswaldo Cruz

Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas

Comité de Etica em Pesquisa

PARECER CONSUBSTANCIADO - 041/2007

Protocolo 0045.0.011.009-07

1. ldentificagao:

Titulo do Projeto: “Desenvolvimento de instrumentos clinicos e laboratoriais aplicaveis aos
estudos clinico-epidemiolégicos, ao diagndstico e aoc monitoramento terapéutico da co-
infeccao HIV/Leishmania".

Pesquisador Responsavel: Alda Maria Da-Cruz (10C).

Instituicdo Responsavel: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas / FIOCRUZ.

Data de Apresentagdo ao CEP: 31/07/2007.

2. Sumdrio:

O objetivo deste projeto & identificar as caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos
casos de co-infecgao HIV-Leishmania', em areas de alta ocorréncia de ambas as doengas,
bem como identificar as principais caracteristicas imunopatogénicas da associa¢ao entre
estes patégenos. Pretende-se pesquisar a sensibilidade e a especificidade dos exames
parasitolégicos e sorolégicos classicos, e compara-las respectivamente a métodos
moleculares para identificacdo de DNA de Leishmania e testes sorolégicos utilizando
novos alvos (Hsp83 de L. infantum e rK38 de L. chagasi), assim como identificar
marcadores imunoldgicos que tenham valor preditivo de resposta ao tratamento ou
evolugdo. O estudo terd carater tanto prospectivo, por busca ativa de casos, como
retrospectivo, por busca em registros hospitalares. O universo de pacientes co-infectados
identificado nos centros participantes deste estudo, que estdo atualmente em
acompanhamento, € de aproximadamente 50 casos. Como controle serdo estudados
pacientes portadores de leishmanioses tegumentar (30 casos) e visceral (30 casos) sem
histéria de infeccdo pelo HIV; cerca de 50 individuos com infeccao por HIV, sem
leishmanioses (dependendo do parametro a ser estudado); 20 individuos sadios.
Instituigdes envolvidas: Instituto de Medicina Tropical da USP; Instituto de Doengas
Tropicais Natan Portella da UFP; Nicleo de Medicina Tropical da UB; Instituto de
Infectologia Emilio Ribas - Secretaria Estadual de SP; Centro de Ciéncias Biolégicas e da
Saude da UFMS; Divisdo de Clinica de Moléstias Infecciosas e Parasitérias da Faculdade
Medicina de Sao Paulo.

3. Observagdes Gerais: (Atendendo a Resolugdo CNS 196/96).

Projeto com delineamento adequado. Apresenta dois Termos de Consentimento Livre e
Esclarecido, sendo um para Pacientes em Investigacao de Co-infecgéo Leishmania/HIV e um
segundo para Voluntarios Sadios, ambos bem elaborados em linguagem acessivel ac sujeito
da pesquisa. Este projeto foi submetido ao PN DST/Aids — SVS / Ministério da Satde.
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4. Diligéncias:
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o
5. Parecer: APROVADO. . %o“;\::
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Aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa em Humanos do Centro de
Pesquisas René Rachou - CPgRR.

Ministério da Salde /

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisa René Rachou

Comité de Etica

CARTA DE APROVACAO N° 02/2011 — CEP / CPgRR | FIOCRUZ / MS

Protocolo CEP - CPqRR n°: 33/2010

Projeto de Pesquisa: “INTENSIDADE DE INFECGAQ, PERSISTENCIA PARASITARIA E PERFIL IMUNI
COMO PREDITORES DE EVOLUCAC CLINICA DE LEISHMANIOSE VISCERAL ENTR=Z PACIENTES
INFECTADOS OU NAO PELO HIV" - GllI.

Pesquisadora Responsavel: Gleucia Fernandes Cota

Instituigéo Realizadora: Hospital Eduardo de Menezas — FHEMIG
Institui¢ao Vinculada; Centro de Pesquisas René Rachou

CAAE: xxx

Apds submissao e analise criteriosa do protocolo em questao, no Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo
Seres Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou, constamos que o estudo atende aos aspectos
fundamentais da Resolugdo 196/96 CNS, sebre Diretrizes € Normas Regulamentadoras de Pesquisas
Envolvendo Seras Humanos.

Diante do exposto, o Comité de Etfica do CPqRR / FIOCRUZ Minas, de acordo com as afribuigées 2 ele
concadidas pela Legislagdo vigente, manifesta-se pela homologagéo do projeto de pesquisa propasto.

Situagéo: PROJETO APROVADO.

Firma-se diante deste documento a necessidade de serem apresentados os relatérios:
- Parcial 01: Fevereiro 2012;

- Parcial 02: Fevereiro 2013;

- Parcial 03: Fevereiro 2014;

- Final: Fevereiro 2015,

Bem como a notificacdo de eventos adversos, de emendas ou modificagdes no protocolo para
apreciacio do CEP.

~Belo Horizonte, 17 de Janeiro de 2010.
) ‘ ’!\_Y{ = = = o=
025 Carics PR PR G

' Coordenador do CEPSH-CEYRIS: tric

Av, Augusto de Lime, 1715 Barro Prate 30130-002, Bele Horizonte ~ MG - Brasil
Tel: 55 0xx31 3295 356€ (ramal 181) Fax: 55 (31 3295 3115 hito:/fwwawv, cpgrr. fiocruz. br
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Aprovacéo no Comité de Etica em Pesquisa em Humanos do Hospital Eduardo

de Menezes.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
HOSPITAL EDUARDO DE MENEZES
PARECER CONSUBSTANCIADO

TITULO: “INTENSIDADE DE INFECCAO. PliRSlS'I;L:ZNC IA PARASITARIA E
PERFIL IMUNE COMO PREDITORES DE EVOLUCAO CLINICADE
LEISHMANIOSE VISCERAL ENTRE PACIENTES INFECTADOS OU NAO PELO
HIv” < .

PESQUISADORES RESPONSAVEIS: Dra. Gliucia Fernandes Cota
ORIENTADORA: Dra Ana Lucia Teles Rabell({

DATA DE APRESENTACAO AO CEP: 15/12/2010

PARECER

A Pesquisa “Intensidade de Infecgdo, Persisténcia Parasitaria e Perfil Imune como
Preditores de Evolugdo Clinica de Leishmaniose Visceral entre Pacientes Infectados ou
ndo pelo HIV™ tem relevancia clinica e sanitaria.

A leishmaniose visceral ¢ um grave problema de saude publica. A técnica de PCR pode
contribuir para a melhoria do atendimento aos pacientes, com diagnésticos mais
precoces ¢ abordagem mais répida e segura nos casos de recorréncia.

Esta estruturado de forma que garante a protegio dos sujeitos da pesquisa.

Esta estru8turado de forma a proteger o sujeito da pesquisa.

Apresenta’ Termo de Consentimento Livre e Esclarecido estruturado dentro das
exigéncias da Resolugdo CNS 196/1996.

Proponho sua APROVACAO.

Os }iesquisadores deyem apresentar relatério ao CEP dentro de 6 meses.

Belo iz )

Dr. Jader Be¢rnardo Carhpomizzi
Coordenaddr CEP/HE
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infected patients.
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Abstract

High incidence of visceral leishmaniasis (VL) occurs in HIV-1 co-infected
patients. Although highly active antiviral therapy (HAART) has been associated
with a decrease of VL/HIV coinfection incidence, it does not prevent the
relapses episodes in coinfected patients. Previous studies has pointed that
leishmaniasis worsen the immunosuppression of HIV and is a cofactor to the
heightened activation status in VL/HIV-1 patients despite successful HAART
and anti-Leishmania therapies. The maintenance of immune activation, due to
microbial translocation or parasite persistence in bone marrow may contribute
to the impairment of effector T cell response and frequent relapses. In addition,
such activation has been associated with an exhaustion of immune system in
HIV-1 patients. Thus, our aim was to investigate whther VL/HIV-1 patients
presenting a single episode of VL throughout life have different functional status
(activation and senescence) of T cells in comparison to those that suffer
frequent relapses. VL/HIV patients were groupe in: non-relapsing (NR, n=6) and
relapsing (R, n=11). Both groups were followed from the active phase of VL up
to 12 months post-treatment (mpt). They are under ART and in use of
secondary prophylaxis with B amphotericin (50 mg biweekly), since the end of
VL therapy. Healthy subjects (n=12) were included. CD4"T-cell counts, cellular
activation degree (CD38"HLA-DR"), senescence (CD57°CD27°), and soluble
factors associated with microbial translocation and anti-Leishmania
immunoglobulins detection were performed. During active VL, both groups
presented similar levels in all the parameters evaluated, including the parasite
load. However, at 6 and 12 mpt, NR group showed a gain of CD4'T cells in the
periphery (p<0.05; p<0,001), a reduction of lymphocyte activation, and lower
soluble sCD14 levels compared to R group, indicating that there were immune
reconstitution and reduction of microbial translocation. In contrast, R group
maintained high levels of cellular activation and soluble sCD14, not presenting
gain of CD4" T lymphocytes. This maintenance of degree of immune activation
and consequently of the deficient immune status is probably one of the factors
that contribute to increased susceptibility to reactivation of VL in this group.The
viral load remained low or undetectable without correlation with
activation levels. Both groups showed similar percentages of senescent CD4'T
and CD8'T cells, that were higher in relation to the controls (p<0.05). In
addition, high levels of IgG1 and IgG3 anti-Leishmania were observed in the R
group, especially 1gG3. Finally, a significant negative correlation was found
between the percent of activated CD8'T lymphocytes and the CD4'T cells
counts, which also negatively correlated with sCD14 levels. The worsen
capability of NR group to downmodulate the activation levels in comparison
with NR group, could be related to any functional impairment of effector
response that was shaped at each relapses. Furthermore, the secondary
prophylaxis does not seem to be able to influence the occurrence of relapses,
as well as to decrease the activation levels in relapsing patients.
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Introduction

The increasing frequency of HIV-associated visceral leishmaniasis (VL/HIV) has
become a significant problem in east Africa, Brazil and India. Brazil presents the
highest number of co-infection cases in South American continent, which
accounts for 9.3% of notified cases of visceral leishmaniasis (VL) (OPAS,
personal communication). The HIV epidemic has modified the epidemiology and
the clinical outcome of VL. HIV and Leishmania infect the same host cell, the
macrophage, and both diseases profoundly impair the immune mechanisms
involved in the control of these infections (1). Consequently, the VL/HIV
outcomes are poor. Compared to VL patients without HIV/AIDS the main
differences are: lower and slow clinical response to treatment and higher

frequency of drug toxicity, relapses and mortality (1-4).

The overall immunological reconstitution observed after highly active antiviral
therapy (HAART) introduction, at least in countries where is available, has
reduced the opportunistic infections, including the incidence of Leishmania/HIV
coinfection (5-8). Besides the decrease of viral-mediated immune activation, the
marked increase in the CD4" T cell counts probably also accounted to
ameliorate the effector mechanisms associated to parasite control (8-9).
Interestingly, there are in vitro evidences that antiretroviral, as protease
inhibitors class (PIs), presents an inhibitory effect on the evolutionary forms of
the Leishmania (L.) infantum (10-11). This adds another factor that could
contribute to the decline of new VL cases in HIV-infected people under HAART,
but more studies in cohorts of VL/HIV coinfected patients are required to

elucidate this issue.

Despite reducing new VL cases in HIV/AIDS patients, HAART did not prevent
the relapses episodes (2), which still challenge the clinical management.
Although, is easier to observe VL relapses in individuals with uncontrolled HIV
replication and/or poor immune recovery (12-14), the frequency of VL relapses
in VL/HIV patients receiving HAART is still high (2, 7-8, 15). The parasite
reactivation occurs even in patients with a good response to HAART, i.e.,
undetectable viral load and slight CD4" T cell count augment (16-17). Earlier
studies soon after HAART-era (18) did not show significant differences between

these virologic and immunologic parameters when compared relapsing and no-
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relapsing patient under HAART. This fact has led to speculate that HAART does
not seem to prevent recurrences, especially in those individuals with previous
VL episodes. In this context, recent meta-analysis reviewed by our group (2)
pointed three relevant predictive factors for relapses: 1. previous episodes of
disease; 2. low CD4" T counts nadir and 3. the lack of recovery of these cells

after first VL episode.

Early results have shown that VL contributes to worsen the immunosuppression
of AIDS, since both share similar pathogenic features. Coinfected patients
under HAART and after anti-Leishmania treatment, remain with low levels of
CD4" T cell counts despite undetectable plasma viral load (17, 19). In addition,
the quality of Leishmania-specific immune response may remain impaired in
Leishmania/HIV patients under HAART as reduced T cell proliferative capacity
and deficient interferon (IFN)-y production (20-21). Consequently, the deficient
parasite control can favor the spread of L. infantum to unexpected sites and the
appearance of atypical clinical frames. In this scenario, amastigotes have been
recovered from skin (21), gut-associated lymphoid tissues (GALT) (22-23).

There are strong evidences that chronic cellular activation is a crucial
immunopathogenic mechanism not only in HIV infection but also in VL (24-27).
In consequence, VL/HIV coinfected patients present potentiated levels of
activated CD38" on CD8" T lymphocytes (19) as well as elevated levels of pro-
inflammatory cytokines such as IFN-y, TNF, IL-1B8, IL-6, IL-8, IL-17,
macrophage inflammatory protein (MIP)-13 and macrophage inhibitory factor
migration (MIF) (28-29). Unexpected, heightened cellular activation status still
remain despite successful control of viral and parasite load (28) due to HAART
and anti-Leishmania therapy, respectively. Microbial translocation or even the
parasite persistence in bone barrow or lymphoid organs have been pointed as
possible related factors to maintenance of immune activation (28, 30). In this
scenario, there are strong evidences that anti-Leishmania secondary
prophylaxis help keeping clinical remission of VL in HIV infected patients (2, 3)
reinforcing the idea that parasite persistence in the lymphoid organs is the
primary source of the relapses. Our hypothesis is that controlling parasite load
could help to withdraw one of the branches that contribute to augment the
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cellular activation in Leishmania/HIV coinfection. In turn, it would bring benefits

to the effector immune response, diminishing the occurrence of relapses.

Another consequence of immune activation is the accelerated and premature
aging of immune system (31-33) even in HIV infected patients with viral load
suppression (33). It is characterized by an exhaustion of immune primary
resources, decreased thymic output, loss of replicative capacity of effector cells
and accumulation of terminally differentiated cells; similar to what occurs in
healthy elderly subjects (34-35). Then, coinfected patients may experience a
potentialization of senescence degree, providing additional factor for decrease
effector immune response to Leishmania antigens and contribute to frequent

relapses.

Previous results of our group have shown that VL/HIV-AIDS patients display
high levels of cell activation during the clinical remission of leishmaniasis and
HAART (19). However, it is crucial to determine whether parasite load control
due to anti-Leishmania secondary prophylaxis in patients under HAART can
favor the T-cell immune reconstitution and to diminish the activation levels,

which together can help to prevent further relapses.

The aim of this study is to determine the functional status (activation and
senescence) of T-cells in patients that maintain the VL in remission as well as
establish immunological parameters that could be related to relapsing VL
course. For this purpose VL/HIV patients under HAART and in use of
secondary prophylaxis with amphotericin B were prospectively followed for 12

months
Methods
Study design and participants

This study represents an immune evaluation performed in 18 Leishmania-HIV
co-infected patients involved in a prospective cohort study carried out in Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brazil, from February 2011 to March 2013. VL/HIV
coinfected patients were separated according to the number of VL episodes:
those who had only one episode throughout life (Non-relapsing group-NR) and
those presenting more than one VL episode, either previously or during the
prospective follow up (relapsing group-R). HIV-infected patients without history
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of VL (n=16) and healthy subjects for both infections (n=12) were also included

in this study.

VL diagnosis was confirmed by parasitological exam of bone marrow aspirate in
all patients. Clinical evaluation and a panel of the immune response including
cellular activation status and senescence degree were performed before the VL
treatment and then every two months for one year. Approval for this study was
obtained from the Ethical Review Board of HEM-FHEMIG and from Centro de
Pesquisas René Rachou, Fundacdo Oswaldo Cruz (CPqRR-FIOCRUZ).
Patients with clinical symptoms and parasitological confirmation of active VL
were included in the study only after appropriate informed consent was
obtained. First-line treatment of VL for HIV-infected patients was intravenous
amphotericin B deoxycholate for 4 weeks. Liposomal amphotericin at a total
dose of 20mg per Kg was reserved for patients over the age of 50 years or
suffering from kidney failure, according to recommendations of the Ministry of
Health of Brazil at that time. After VL treatment, for all patients with CD4
lymphocyte counts less than 350 cellss/mm? amphotericin B secondary
prophylaxis was offered every two weeks. The spleen was measured at its
greatest extent from the left costal margin in the left midclavicular line, toward
the splenic tip. Splenomegaly was defined by the presence of any palpable
spleen and, during follow-up; any difference of 2 cm or more in palpation of the
spleen was considered worsening of the splenomegaly. VL relapse was
suspected in the presence of one of the following criteria, since confirmed by a
positive parasitological test (direct exam or culture) in specimen obtained by
bone marrow aspirate: a) reemergence of fever or b) worsening of a cytopenia
(defined by a reduction of 50% or more in platelet or leucocytes counts or

decrease of 2g% or more in hemoglobin level) or c) increase of splenomegaly.
Immunologic and Virologic Assessments

Absolute T-lymphocytes counts on 50 pl whole blood were performed using BD
Truecount™ reagent kit (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Caell
surface staining used monoclonal antibodies specific for CD45, CD3, CD4 and
CD8 conjugated to PerCP, FITC, APC and PE, respectively. Samples were
acquired using a FACSCalibur and analyzed with Multiset software (BD). The

results were expressed as the number of cells per cubic millimeter (cells/mm?3).
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Plasma HIV RNA levels were measured for all VL/HIV coinfected patients by
real time quantitative PCR (RT-PCR) (Abbott, Des Plaines, IL, EUA), according
to the manufacturer's recommendations. The detection range was from 40 to
10.000.000 RNA copies/mL plasma. Assays whose results were below 40

copies per mL were expressed as undetectable or below the detection limit.
Leishmania Parasite load Assessment

Total DNA from peripheral blood of patients was extracted using the QIAamp
DNA Blood mini-kit (Qiagen GMbH; Hilden, Germany). Two independent assays
for the detection and quantification of Leishmania spp. and human DNA were
performed using the StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). For the Leishmania assay, a TagMan real
time PCR, was performed using as target DNA, the small-subunit ribosomal
RNA (SSU rRNA) gene, which is conserved among all Leishmania species. It
consisted of the primers LEIS.U1 (5-AAGTGCTTTCCCATCGCAACT-3’) and
LEIS.L1 (5-GACGCACTAAACCCCCTCCAA-3’), designed to amplify a 67-bp
fragment and the fluorogenic probe LEIS.P1 (FAM 5'-
CGGTTCGGTGTGTGGCGCC-3'TAMRA), as described by Wortmann et al.
(2002)(36). The protocol described by Gomes and others (2012)(37) was
applied. For the human assay, the ACTB reference gene was used as target
and the primers Acol and Aco2 (38), which generate 120-bp fragments, were
used in this assay. The reaction mixtures contained 12.5 pL of Syber® Green
PCR Master Mix 2X (Life Technologies), 0.1 uM of each primer, and 3 pL of
DNA template in a final volume of 25 pL. The cycling parameters were
universal, and the melting analysis was conducted based on the parameters of
the StepOnePlus™ Real-Time PCR System. Standard curves were prepared for
each assay using known quantities of pCR-4 TOPO vector (Life Technologies)
containing the cloned human gene (ACTB; 120 bp) and the 67 bp L. infantum
SSU rRNA fragment. The recombinant plasmids were serially diluted 1:10 to
create each standard curve. The quality parameters of the standard curves,
including PCR efficiency, linear dynamic range and correlation coefficient, were
obtained by software analysis and were accurate and similar to obtained by
previous studies from our group (37) (39). The parasite load was expressed by
the Leishmania DNA load (relative copy number of the 67 bp SSU rRNA
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fragment) normalized against the reference gene ACTB, according to
Overbergh and others, 1999 (40). ACTB copy numbers for the target samples
were divided by the highest ACTB value obtained in the experiment, resulting in

a correction factor used for normalization.

Isolation of Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) and

cytofluorometric assays

PBMCs were obtained by centrifugation in a gradient of Ficoll-Hypaque (Sigma
Chemical Company, Saint Louis, MO, USA) and used for cytofluorometric
assays. PBMCs were labeled with the following human monoclonal antibodies:
anti-CD4 PerCP and anti-CD8 APC (to lymphocyte subpopulation), anti-CD38
PE and anti-HLA-DR PerCP (to cellular activation), anti-CD57 FITC and anti-
CD27 PE (to replicative senescence). All antibodies were purchased from BD
Biosciences (BD,USA). At least 20.000 events in the lymphocyte gate were
acquired on a FACSCalibur and analyzed with CellQuest™ software (BD
Biosciences). The analysis region was established by first gating on the CD3" T
lymphocytes, which was based on forward scatter vs fluorescence dot plot.
After that, the results were expressed as the percentage of activated T cells on
CD3" T lymphocytes (CD38"HLA-DR'CD4" and CD38"HLA-DR'CD8" Tcells)
and senescent T cells (CD57°CD27CD4" and CD57°'CD27CD8" T
lymphocytes).

Quantification of Lipopolysaccharide (LPS), Soluble CD14 (sCD14)

Plasma samples were stored at —=70°C prior to analysis. The samples were
diluted in endotoxin-free water, and LPS levels were quantified using a
commercial assay kit (Limulus amebocyte lysate QCL-1000; Cambrex, Milan,
Italy). The results were expressed as picograms per milliliter, and the sensitivity
level was 10pg/mL. Soluble CD14 levels were quantified by ELISA with the
Quantikine Human sCD14 Immunoassay (R&D Systems, Minneapolis,
Maryland, USA); the results were expressed as nanograms per milliliter, and the

minimum detection limit was 125pg/mL.
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Anti-Leishmania Immunoglobulins detection

An ELISA was performed as previously described (Fagundes-Silva et al 2012).
Briefly, L. (L.) infantum promastigote (MHOMBRA1974PP75) soluble antigen
(40 pg/mL) was used to coat a polystyrene flat-bottom microtitre plate
(Nuncimmuno Plate, Roskilde, Denmark) and incubated at 4°C overnight in a
humidified chamber. After washing, diluted sera (1:50) were added and
incubated at room temperature. After six washes, the plate was incubated with
diluted peroxidase-conjugated mouse monoclonal anti-human IgG (1:1000)
(Invitrogen, San Francisco, CA,USA) and diluted monoclonal anti-human 1gG1
(1:200) and IgG3 (1:400) (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, CA, USA).
After washing, the enzymatic reaction was revealed and a stop solution was
used to stop the reaction. The absorbance was measured with an Microplate
reader Benchmark (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) at 492 nm and
expressed as ELISA index (El).

Statistical analyses

Continuous variables were expressed as median and interquartile ranges.
Comparisons were analyzed using unpaired Student's T-tests in normally
distributed variables and Wilcoxon tests in paired variables with skewed
distributions. Spearman test was used for correlation analysis and chi-square
was used to compare categorical variables. Statistical analyses were performed
by using SPSS® version 16 and GraphPad Prism software (version 5.0, San
Diego, CA,USA).

A paired test (Kruskal Wallis) was used since the same patients are seen when
evaluating the data prospectively. However, to evaluate the NR (no relapsing)

and R (relapsing) groups was employed a non-paired test (Man-Whiney).

Results
Clinical characteristics and evolutionary course of VL/HIV patients

Demographic characteristics and clinical evolution of all studied patients are
shown in Table 1. The mean patient age was 37.5 = 0.7 years, fourteen were

men (78%) and half of them (nine patients) had already experienced a prior VL
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episode. In 15 patients the diagnosis of VL occurred before the diagnosis of HIV
infection and most of them (14 patients) had already experienced highly active
antiviral therapy (HAART). However, out of ten patients using HAART for more

than 3 months, only 7 were taking on a regular basis.

In order to study the factors related to VL relapse, patients were grouped
according to the number of VL episodes lifelong: those who had only one (NR
group, 6 patients) and those presenting more than one VL episode (R group, 12
patients). Patients presenting a relapsing evolution had a lower normalization
rate of clinical and laboratory parameters at 3 months after treatment (p=0.02);
a lower Leishmania clearance rate after anti-Leishmania treatment (p=0.01) and
a lower CD4 lymphocyte T count at 12-month follow-up in comparison to

patients presenting only one VL episode lifelong.

Also, relapsing patients presented a higher activation rate on CD4 and CD8
lymphocyte T cell, a higher level of soluble CD14 and anti-Leishmania IgG3 at
12-month follow-up. Interestingly, and possibly related to this unfavorable
evolution, we observed longer time between HIV and LV diagnoses in relapsing
group in contrast to non-relapsing group (median 51 versus 5 months, p=0.05).
Similarly, the HIV infection diagnosis had taken place long before in relapsing
group than in no relapsing group: median 103 (95%IC 29.5-141) versus 5
(95%IC 3.5-21.25) months (p = 0.007).

Several episodes of VL impair the immune reconstitution degree in VL/HIV

patients, independently of virological and parasitological load

All coinfected patients presented low values of CD4" T cells during active phase
(median: 98 cellssmm?®, IQR: 63 — 159 cellssmm® in comparison to HIV
monoinfected patients (median: 377 cells/mm?®; IQR: 222 — 450 cells/mm®)
(figure 1A). In a prospective evaluation most of them remained with less than
350 CD4" T cellssmm?®, which was the criteria used for the introduction and
maintenance of secondary prophylaxis in this study. However, non-relapsing
VL/HIV patients (NR) presented a significant gain of CD4" T cell markedly after
six months post-treatment prospective follow-up (*p<0.05) compared to VL/HIV
relapsing group (figure 1B). On the other hand, VL/HIV-R, kept the same
values observed in the active phase of the disease (figure 1B).
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The HIV viral load did not seem to be related to CD4" T cells depletion, since it
was low or undetectable in 13 out of 18 coinfected patients, already in the active
phase of VL or regardless of NR or R group (supplementary table). In addition,
recurrences occurred independently of viral load, since some patients remained
with undetectable HIV RNA copies at the moment of relapse, as well as, by the
end of 12 months follow-up (h=4, supplementary table). Besides, VL/HIV-NR
presented undetectable parasite load soon after anti-Leishmania treatment.
Excepting one patient, these undetectable levels were maintained up to 12
months follow-up. In relation to VL/HIV-R, 5 out of 9 evaluated patients still
presented detectable parasites in the subsequent periods to treatment
(supplementary table), suggesting that parasite persistence at the end of

treatment may indicate increased risk of future relapses.

Immune activation degree in the VL/HIV patients seems to be related with

the number of VL episodes

In a previous transversal study of VL/HIV patients (19, 28), multivariate analysis
pointed “leishmaniasis disease” but not parasite load, and microbial

translocation as the main risk factors associated with activation status.

Percentages of activated T lymphocytes were equally augmented in both
VL/HIV-NR and -R groups in the early stages of the follow up. As expected,
CD8" T lymphocytes (figure 2B) displayed higher activation levels than CD4" T
(figure 2A). VL/HIV-NR patients presented lower levels of cellular activation on
CDS8'T and CD4'T cells by the end of clinical follow up (p<0.05). At sixth month,
VL/HIV-NR showed a trend towards decreased activation levels, but a
significant reduction was seen at 12 months post-treatment compared to
VL/HIV-R group (**p<0.01).

In similar way, relapsing group showed higher sCD14 levels when compared to
non-relapsing group during all phases of follow-up, and such difference was
already significant at post-treatment (*p<0.05) (figure 3A). As expected, the
sCD14 levels were positively correlated with LPS levels in all phases of
evaluation (p<0.001; r = 0.42) (figure 3C). Also, a significantly negative
correlation was observed for the absolute CD4" T cells counts (figure 3B). A
high degree of innate activation is also related to the immune impairment, once
the release of sCD14 is dependent of LPS-macrophage activation.
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Reduction of IgG3 anti-Leishmania levels could predict the maintenance

of clinical remission in VL/HIV patients

As observed for T cells and macrophage activation status, B lymphocyte
activation was evaluated by quantitation levels of anti-Leishmania
immunoglobulin G (IgG) and its subclasses (IgG1 and 1gG3). VL/HIV-R
presented high levels of anti-Leishmania IgG and IgG1 compared to VL/HIV-NR
throughout the study (figure S1). On the other hand, anti-Leishmania IgG3
levels were similarly elevated between both groups in the early stages of follow-
up, but significantly decreased in non-relapsing group in comparison to

relapsing patients after six and 12 months post-treatment (*p<0.05) (figure 4).

Immunesenescence levels in VL/HIV patients are elevated independently

of frequent episodes of VL relapses

Considering that the chronic cellular activation leads to a state of immune
exhaustion, and that this phenomenon may contribute to the effector response
impairment and consequently to the frequent relapses, it was performed the
analysis of immunosenescence degree in VL/HIV patients along the prospective
follow-up. The CD57°CD27" phenotype on CD8" and CD4" T cells is found in
senescent cells. In general, coinfected patients showed high percentages of
senescent CD8" T lymphocytes during all phases of follow-up. These values
were higher than those observed to healthy controls of the same age (median:
4.2%; IQR: 2.6 — 10.1%) and with a trend towards increase by the end of follow
up (figure 5B). Despite of lower percentages, this same result was observed in
the subpopulation of CD4" T lymphocyte senescent (figure 5A). However, the
percentages of senescent T lymphocytes were elevated in both VL/HIV-NR and

—R group without any difference between them (data not shown).

These results suggest that VL/HIV patients who experienced VL relapses
previously or during the clinical follow-up showed different immunological
parameters of those with a single episode of active disease, even though both

are with controlled viral load and under secondary prophylaxis.

Discussion
Earlier cross-sectional studies had pointed Leishmania infection as a cofactor

for heightening the activation status in HIV patients and this finding was
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independent of the viral or parasite load (19, 28). The present study confirmed
that coinfected patients with active VL (NR or R group) presented low CD4" T
cell counts, high levels of cellular activation and microbial translocation and
elevated parasitaemia. Unlike other studies that evaluated a single point (30),
herein, the prior history of VL, the current immunological state of the patient at
each visit and the final outcome therapy under secondary prophylaxis were
taken into account. Our data demonstrated that after 12 months follow-up under
anti-Leishmania prophylaxis use, coinfected patients experiencing more than
one episode of the disease (R, relapsed) kept a high degree of chronic immune
system activation, besides low immune reconstitution and high levels of
plasmatic microbial translocation products. On the other hand, those who have
a single episode of VL lifelong (NR, non-relapsed) showed a significant gain in
the lymphocyte CD4" T cell counts, decreased the activation levels and

microbial translocation after treatment.

To understand the rational underlying the frequent episodes of VL in the R
group is fundamental to design preventive strategies. In this connection, our
group had reported that diminished levels of cellular activation were stably
maintained during the remission phases of a coinfected patient 12 month
prospectively followed up (21). However, reactivation episodes were again
marked by increased activation status along with progressively lower levels of
specific IFN-y to parasite antigens (21). Thus, these results have been
suggested that repetitive VL relapses may worse the effector immune response
and consequently its ability to control parasites as vicious circle. It reinforces the
importance of epidemiological surveillance to the early diagnosis and treatment
of VL.

At the beginning of the present follow-up, the impairment of immunological
parameters was similar in both NR and R group, indicating that parasite
antigens released during active disease works as a cofactor for the depression
of the immune response. Interestingly, these groups evolved in a different way
after treatment followed by secondary prophylaxis. The longer exposure to HIV
infection, as well as, longer period between HIV diagnostic and the first active
VL episode, as observed in R in comparison to NR group, seems to be a crucial

factor predisposing Leishmania recurrences of disease. This could be one of
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the reasons related to the maintenance of high levels of activation with

consequent ongoing immune compromising.

Herein, the NR group displayed a significant decrease in the activation degree
after 6 and 12 mpt. This evolution cannot be assigned only to the Leishmania
infection control, because R group also reduced the parasite load after anti-
Leishmania treatment and secondary prophylaxis prospectively over 12 months.
Despite this reduction, only four out of 11 coinfected patients from R group still
have low but detectable Leishmania KDNA copy numbers in peripheral blood at
the end of follow-up. This observation reinforce the issue that low- and
continuous level of Leishmania parasitaemia can occur in treated patients, in
spite of an adequate clinical response to specific therapy. Such fact can lead to
a clinical condition characterized by alternating asymptomatic and symptomatic
states (6) (7). Considering that parasite control did not prevent VL relapse in R
group, it is plausible to propose that other factors could be contributing to the
maintenance of high levels of activation in those group.

The persistent activation in HIV infection, and also in VL/HIV coinfection, have
been associated with the microbial translocation from lumen origin into the
bloodstream (24, 27, 28). In fact, relapsed VL/HIV patients showed higher levels
of sCD14 that were positively correlated to the high levels of plasma LPS,
suggesting that this molecule is biologically active. In consequence, such
activation of monocytes/macrophages via sCD14 levels contributes not only to
the heightened degree of systemic activation, but also to the impairment of
immune reconstitution, since sCD14 levels were negatively correlated with
CD4" T counts. These data indicate the microbial translocation as an additional
factor to explain the frequent VL relapses in patients with HIV infection, once
only relapsing patients persisted with high levels of sCD14 and LPS after viral

and parasite control.

In this scenario, the clinical condition of VL/HIV patients can be aggravated by
the consequences of immune activation, referred as an accelerated aging of
immune system. Herein, it was hypothesized that the boosted levels of chronic
activation in VL/HIV coinfection could play a crucial role in promoting a rapid
decline of the immune system competence, making the immunosenescence an

additional factor contributing to the recurrences of VL in HIV-infected patients.
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In fact, coinfected patients showed high percentages of senescent CD4" and
CD8" T lymphocytes which reflects a chronically activated immune system,
which does not change despite the use of ART and maintenance of anti-
Leishmania treatment. This result is in accordance with what was observed in
VL/HIV coinfected patients from Mediterranean basin, but differently herein all
the cases were observed prospectively (30) However, senescence degree did
not differ between relapsed or non-relapsed patients, suggesting that is not only
the quantitative accumulation of terminally differentiated cells that matters.
Indeed, immunosenescence phenomenon is related with the lower capacity to
respond to new antigens and an exhaustion of primary resources, which can
lead to loss of viral load control and progression towards HIV disease (34, 35).
Considering that CD4" T cell count were negatively correlated with cellular
activation and that it is the primary cause of immunosenescence (data not
shown), two possibilities to explain the deficient T cell reconstitution may be
raised: 1) deficit on T lymphocytes functionality, through the proliferative
capacity impairment and cytokine production under parasite or viral antigens
stimuli; 2) decreased thymic output or failure mobilization of peripheral T cell
compartments. Since the absence of absolute recovery of CD4" T cell after
primary VL is an important predictor of relapse in patients infected with HIV (2),

ongoing studies with this cohort of patients are addressing these points.

Concurrently to T lymphocytes involvement on the co-infection pathogenesis, a
high degree of B cell activation may also be inferred, since elevated levels of
IgG anti-Leishmania were observed, particularly in VL/HIV relapsed patients.
Interestingly, 1gG3 levels decreased among NR patients after VL treatment and
remained so until the end of follow-up, very similar to what was observed in the
CD4" and CD8" T lymphocytes activation levels. This finding corroborates what
has been described in the tegumentary form of leishmaniasis (41), suggesting

IgG3 as a possible clinical remission marker also in the VL.

In conclusion, anti-leishmanial prophylaxis could have an impact in reducing
Leishmania parasitaemia, and seems to bring some benefice to co-infected
patients preventing relapses especially in those who never presented VL
before. However, in relapsing patients other mechanisms can contribute to th

sustained impaired immune response, as cells activation due to microbial
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translocation or T cell compartment exhaustion. These findings bring additional

insights for understating mechanisms underlying relapses and reinforce how

important early diagnosis and treatment are in reducing the immune system

compromising.
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Table 1: Clinical evolution and demographic characteristics of the coinfected patients with visceral leishmaniasis/HIV (VL/HIV).

Time Time since

Time since HAART between the first Prex:_ous

Patient Age, HIV infection | use before HIV and VL (number VIL e Secondary prophylaxis Total follow-up Clinical follow

initial name sex diagnosis first VL VL infection o time in the study up
(months) episode diagnosis diagnosis episodes)
(months) (months)
53 - - .
GBS Amphotericin B deoxycholatefor Amphotericin B deoxycholate biweekly
(HLVO01) yr?;:: & e 4 NS NE 20 days for two months (until CD4 recovery) 12 il oWk seliepee

Liposomal amphotericin 20
mg/kg total dose

JRO
(HLVO05)

years, 78 No 49 29 Yes (1)
female

Irregular use of prophylaxis 12 months No VL relapse

33 Amphotericin B deoxycholate biweekly
APS . Amphotericin B deoxycholate for for 12 months (patient requested
(HLVO7) f){e malé 20 days suspension of prophylaxis when CD4
stabilized around 250 cell/mm?®)

12 months No VL relapse

35 " - e ]
LPO Liposomal amphotericin 20 Amphotericin B deoxycholate biweekly
(HLV010) e 2 ves 1 ° Yes(@ mglkg total dose for 7 months (until CD4 recovery) 12 months HOVISUEETRES

Amphotericin B deoxycholate for ~ Amphotericin B deoxycholate biweekly

37 : 4
CMRR 5 days, replaced by liposomal for 10 months (patient requested
(HLV013) f)é ?g;?é e e 9 s NG amphotericin 20 mg/kg total suspension of prophylaxis when CD4 2ol N WL Eapee
dose stabilized around 200 cell/mm?®)
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38 Irregular use of prophylaxis VL relapse at 4, 6

WMC Amphotericin B deoxycholate for (amphotericin B deoxycholate and 12 month

(HLV017) y;::. = VS ok NS NE 20 days biweekly), use for 18 months (until CD4 12 e follow-up
recovery)

VL relapse at 2, 8
12 months and 12 month
follow-up

JTs
(HLV021)

Liposomal amphotericin 20 Irregular use of prophylaxis
mg/kg total dose (amphotericin B deoxycholate biweekly)

years, 139
male

VL relapse at 6

AMP Liposomal amphotericin 20 Lipossomal amphotericin weekly on

(HLV023) e 239 mglkg total dose regular basis Sl ang)ﬁgwr:?;th
DCLS Amphotericin B deoxycholate for ~ Amphotericin B deoxycholate biweekly

(HLV025) 2 No 2 NA No 25 days for 13 months (until CD4 recovery) L2 stz No VL relapse
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Table Supplementary 1: Copies per mL numbers of viral RNA and kDNA of Leishmania (L.) infantum presented by coinfected patients
with visceral leishmaniasis/HIV (VL/HIV).

Active Phase Post-treatment 6mpt 12 mpt

Viral load (RNA Parasite load (KDNA Viral load (RNA Parasite load (kDNA Viral load (RNA Parasite load (kDNA Viral load (RNA Parasite load (kDNA

copies/mL) copies/mL) copies/mL) copies/mL) copies/mL) copies/mL) copies/mL) copies/mL)
HLVO1 20272 38171 571 Undet. Undet. Undet. Undet. 1.3
HLV06 55 206162 Undet. Undet. Undet. Undet. Undet. Undet.
HLVO7 NON Undet. 159550 Undet. Undet. Undet. Undet. Undet. Undet.
HLvo13 | RELAPSE 153316 Undet. 1118 Undet. Undet. Undet. 60 (10 mpt) Undet.
HLVO016 Undet. 78 Undet. Undet. Undet. Undet. Undet. Undet.
HLV025 51 506308 Undet. Undet. Undet. Undet. 1061258 Undet.
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Figure legends:

Figure 1. Immune reconstitution of visceral leishmaniasis/HIV (VL/HIV)
coinfected patients. Absolute counts of CD4" T lymphocytes during the
prospective follow up of coinfected patients (A) and after being grouped in non-
relapsing (NR), those with a single episode of VL; and relapsing (R), those who
relapsed disease during the follow-up or even before being admitted in the
study (B). The black dashed line represents the recommended limit for the
establishment of the secondary prophylaxis (350 cells/mm?®). The red dashed
line is the median value of CD4* T cell counts of HIV* controls (377 cells/mm?).
Each symbol represents one patient and the color refers to the same patient at
different stages of follow up. The horizontal bars represent the median values.
6mpt: six months post-treatment; 12mpt: 12 months post-treatment. Asterisks
denote statistically significant difference between the phases of follow up or NR
and R group, *p<0.05;***p<0.001.

Figure 2: Activation levels of T lymphocytes subpopulations in coinfected
patients with visceral leishmaniasis/HIV (VL/HIV). Percentage of activated
CD4" (A) and CD8" (B) T lymphocytes in relapsing (R) and non-relapsing (NR)
coinfected patients. The red dashed line represents the median levels of
activated CD4" T and CD8" T cells of healthy controls (median: 0.5%, IQR: 0.15
— 1.77% and 0.23 — 5.92%, respectively). Each symbol represents one patient
and the color refers to the same patient at different stages of follow up. The
horizontal bars represent the median values. 6 months post-treatment (6 mpt)
and 12 months post-treatment (12 mpt). Asterisks denote statistically significant
difference between NR and R group, **p<0.01; ***p<0.001.

Figure 3: Relationship between plasma factors related to microbial
translocation and the immune status of coinfected patients with visceral
leishmaniasis and HIV-1 (VL/HIV). Plasma sCD14 levels assessment in
relapsing (R) and non-relapsing (NR) group during all the follow up visits (A). A
negative correlation between sCD14 levels and absolute counts of CD4" T
lymphocytes (B) in co-infected patients (Spearman correlation, p<0.0005; r = -
0.5). A positive correlation between sCD14 levels and LPS levels (C) in co-
infected patients (Spearman correlation, p<0.001; r = 0.4). The red dashed line
represents the median value of sCD14 levels (median: 699 ng/mL; IQR: 155 —
1525 ng/mL). Each symbol represents one patient and the color refers to the
same patient at different stages of follow up. The horizontal bars represent the
median values. 6 months post-treatment (6 mpt); 12 months post-treatment (12
mpt). Asterisks denote statistically significant difference between NR and R
group, *p<0.05.

Figura 4: Titres of anti-Leishmania (L.) infantum immunoglobulin G3
(IgG3) isotype in coinfected patients with visceral leishmaniasis and HIV-1
(VL/HIV). IgG3 levels in relapsing (R) and non-relapsing (NR) group during all
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the follow up. The Red dashed line represents the median value of IgG3 levels
in healthy controls (median: 0.18; IQR: 0.1 — 0.3). Each symbol represents one
patient and the color refers to the same patient at different stages of follow up.
The horizontal bars represent the median values. 6 months post-treatment (6
mpt); 12 months post-treatment (12 mpt). Asterisks denote statistically
significant difference between NR and R group, *p<0.05.

Figura 5: Immunosenescence levels in coinfected patients with visceral
leishmaniasis/HIV (VL/HIV). Percentage of senescent CD4" (A) and CD8" (B)
T cells in coinfected patients during the prospective follow up of coinfected
patients. The Red dashed line represents the median value of senescent CD8"
T cells in healthy controls (median: 1.8% and 4.2%; IQR: 0.3 — 4.0% and 2.6 —
10.1%, respectively). Each symbol represents one patient and the color refers
to the same patient at different stages of follow up. The horizontal bars
represent the median values. 6 months post-treatment (6 mpt); 12 months post-
treatment (12 mpt).

Supplementary Figures legends:

Figure supplementary 1. Titres of anti-Leishmania(L.) infantum
immunoglobulin G (IgG) and G1 (IgG1) isotype in coinfected patients with
visceral leishmaniasis and HIV-1 (VL/HIV). IgG and IgG1 levels in relapsing
(R) and non-relapsing (NR) group during all the follow up. The Red dashed line
represents the median value of IgG and IgG1 levels in healthy controls (median:
0.85 and 0.19; IQR: 0.5 — 1.1 and 0.08 — 0.55, respectively). Each symbol
represents one patient and the color refers to the same patient at different
stages of follow up. The horizontal bars represent the median values. 6 months
post-treatment (6 mpt); 12 months post-treatment (12 mpt).
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Figure 2: Immune reconstitution of coinfected patients with visceral
leishmaniasis/HIV (VL/HIV).
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Figure 2: Activation levels of the subpopulations of T lymphocytes in
coinfected patients with visceral leishmaniasis/HIV (VL/HIV).
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Figure 3: Relationship between plasma factors related to microbial
translocation and the immune status of co-infected patients with visceral
leishmaniasis and HIV-1 (VL/HIV).
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Figura 4. Titres of anti-Leishmania (L.) infantum immunoglobulin G3

(IgG3) isotype in co-infected patients with visceral leishmaniasis and HIV-
1 (VL/HIV).
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Figura 5: Immunosenescence levels in coinfected patients with visceral
leishmaniasis/HIV (VL/HIV).
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Supplementary figures

Supplementary Figure 1: Titres of anti-Leishmania (L.) infantum
immunoglobulin G (IgG) and G1 (IlgG1) isotype in coinfected patients with
visceral leishmaniasis and HIV-1 (VL/HIV).
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