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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

INFLUÊNCIA DO GRAU DE ATIVAÇÃO CELULAR DE LINFÓCITOS T NO PROGNÓSTICO DE PACIENTES 
COM LEISHMANIOSE VISCERAL COINFECTADOS PELO HIV-1 ACOMPANHADOS PROSPECTIVAMENTE 

RESUMO 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

Maria Luciana Silva de Freitas 

A ativação imune crônica e a depleção linfocitária são marcantes na infecção pelo HIV-

1 e pela Leishmania infatum.  Esta ativação tem sido associada à exaustão 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 manutenção do tratamento anti-Leishmania combinado à terapia antirretroviral 

(TARV) é capaz de diminuir os níveis de ativação e, consequentemente, reduzir o 

número de recidivas da LV. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar o grau de 

ativação celular e o seu impacto sobre o comprometimento imunológico, em pacientes 

LV/HIV-1, assim como determinar sua influência no prognóstico (recidiva ou remissão 

clínica) pós-tratamento anti-Leishmania dos pacientes coinfectados. Os pacientes 

foram divididos em: Não-recidivantes (NR;n=6) e Recidivantes (R;n=11). Ambos os 

grupos foram seguidos da fase ativa até 12 meses pós-tratamento (mpt), sendo 

mantidos sob TARV e em uso de profilaxia secundária com anfotericina B 

(50mg/quinzenal), desde o final do tto da LV. As contagens de TCD4+, grau de ativação 

(CD38+HLA-DR+), imunosenescência (CD57+CD27-), níveis de CD14 solúvel e 

anticorpos anti-Leishmania foram avaliados para os pacientes e voluntários sadios. 

Durante a fase ativa da LV, ambos os grupos apresentaram níveis similares de todos 

os parâmetros avaliados. Entretanto, nos períodos de 6 e 12 mpt, o grupo NR mostrou 

um ganho significativo de células TCD4+, bem como uma diminuição dos percentuais 

de linfócitos TCD4 e TCD8 ativados, diferente do grupo R, que manteve uma baixa 

reconstituição imunológica, um alto grau de ativação em ambas as subpopulações de 

TCD8+ e CD4+ (p<0,0001 e p<0,01, respectivamente), além de níveis elevados de 

sCD14 (p<0,05), sugerindo um persistente grau de ativação imune entre pacientes R. 

As cargas viral e parasitária permaneceram baixas ou indetectáveis sem correlacão 

com a ativação. Entretanto, tal ativação se correlacionou negativamente com o dano na 

recuperação imunológica desses pacientes. Apesar dessas diferenças, os percentuais 

de linfócitos T senescentes foram similarmente elevados entre os grupos R e NR. A 

menor capacidade do grupo R em reduzir os níveis de ativação celular em comparação 

ao NR, pode estar relacionada ao comprometimento da resposta efetora, que decai a 

cada episodio de recidiva. Além disso, a profilaxia secundária parece modificar a 

história natural dos pacientes coinfectados que estão experenciando o primeiro 

episódio da doença, ao contrário daqueles que já apresentam várias recidivas.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

INFLUENCE OF THE CELL ACTIVATION DEGREE OF T LYMPHOCYTES IN THE PROGNOSIS OF 
PATIENTS WITH VISCERAL LEISHMANIASIS COINFECTED WITH HIV-1 

 

ABSTRACT 
MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

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. 



 

x 
 

ÍNDICE 

RESUMO  
 

viii 

ABSTRACT  
 

ix 

LISTA DE FIGURAS 
  

xii 

LISTA DE TABELAS  
 

xiii 

LISTA DE ABREVIATURAS  
 

xiv 

1. INTRODUÇÃO  
 

1 

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

 

1 

1.2  Imunopatogênese da leishmaniose visceral (LV)  
 

6 

1.3  Imunopatogênese da infecção pelo HIV-1  
 

11 

1.4  Imunopatogênese da associação leishmaniose visceral/HIV-1 
(LV/HIV-1) 

 

21 

2. OBJETIVOS  
 

26 

2.1  Objetivo Geral 
  

26 

2.2  Objetivos específicos 
  

26 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

27 

3.1  Casuística, Considerações Éticas e Aspectos Clínicos 
 

27 

3.2  Obtenção de material biológico para ensaios laboratoriais 
 

29 

3.3  Monitoramento imunológico e virológico da infecção pelo HIV-1 
 

29 

3.4  Quantificação da Carga Parasitária 
 

30 

3.5  Isolamento e caracterização fenotípica das células 
mononucleares de sangue periférico  

 

31 

3.6  Quantificação dos fatores solúveis associados à translocação de 
produtos microbianos 
 

35 

3.7  Dosagem sérica de Imunoglobulinas IgG e subclasses IgG1 e 
IgG3 anti-Leishmania 
 

35 

3.8  Análise estatística 36 



 

xi 
 

 

4. RESULTADOS 
 

37 

4.1  Características clínicas, demográficas e curso evolutivo dos 
pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 
(LV/HIV-1) 
 

37 

4.2  Avaliação do grau de comprometimento imunológico dos 
pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 
(LV/HIV-1) 
 

41 

4.3  Avaliação dos parâmetros virológicos e parasitológicos dos 
pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 
(LV/HIV-1) 
 

44 

4.4  Avaliação do grau de ativação celular dos pacientes com 
leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1, acompanhados 
prospectivamente 
 

46 

4.5  Avaliação do status inflamatório e ativado do sistema imune, 
através dos níveis de translocação microbiana em pacientes com 
leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1) 
 

48 

4.6  Avaliação dos níveis de imunoglobulinas (Igs) da classe IgG e 
das subclasses IgG1 e IgG3 nos pacientes com leishmaniose 
visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1) ao longo do 
acompanhamento prospectivo 
 

52 

4.7  Avaliação prospectiva do grau de imunosenescência de linfócitos 
T em pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-
1 (LV/HIV-1) 
 

55 

5. DISCUSSÃO 
 

57 

6. CONCLUSÃO 
 

65 

7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 

67 

8. ANEXOS 
 

76 

ANEXO A – Termos de consentimento livre e esclarecido 
 

77 

ANEXO B – Aprovações do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 
Humanos 
 

83 

ANEXO C – Produção Científica 87 

  



 

xii 
 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1: Números absolutos e proporção relativa dos casos de 
leishmaniose visceral (LV) notificados que estavam infectados pelo HIV-
1 (LV/HIV-1).  
 

5 

Figura 2: Manifestações clínicas da leishmaniose visceral. 
 

7 

Figura 3: Curso clínico natural da infecção pelo HIV-1 na ausência de 
TARV. 
 

 

Figura 4: Modelo de análise da coexpressão fenotípica dos marcadores 
de ativação celular HLA-DR e CD38. 

33 

  
Figura 5: Modelo de análise da expressão fenotípica dos marcadores de 

senescência celular CD57⁺/CD27⁻. 
34 

  
Figura 6: Distribuição das contagens absolutas de linfócitos T CD4+ 
apresentadas pelos pacientes com leishmaniose visceral coinfectados 
pelo HIV-1 (LV/HIV-1), nas diferentes fases do acompanhamento 
prospectivo. 

42 

  

Figura 7: Perfil das contagens absolutas de linfócitos T CD4+ 
apresentadas pelos pacientes com leishmaniose visceral coinfectados 
pelo HIV-1 (LV/HIV-1), que apresentaram um único episódio ativo da LV 
(NR) ou com frequentes recidivas da doença (R). 

43 

  

Figura 8: Percentuais de coexpressão dos marcadores de ativação 
celular CD38 e HLA-DR nos linfócitos T CD4+ (A) e CD8+ (B), em 
pacientes LV/HIV-1, nas diferentes fases do estudo. 

47 

  

Figura 9: Níveis de CD14 solúvel (sCD14) no plasma de pacientes com 
leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1), nas diferentes 
fases do estudo. 

49 

  

Figura 10: Relação entre fatores plasmáticos associados à translocação 
microbiana e o status imune apresentado por pacientes com 
leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1). 

51 

  
Figura 11: Níveis de Imunoglobulina G (IgG) (A) e suas subclasses IgG1 
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. 

54 

  

Figura 12: Percentuais de expressão do fenótipo CD57+CD27- em 
linfócitos T CD4+ (A) e CD8+ (B) em pacientes com leishmaniose visceral 
coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1). 

56 

  

  



 

xiii 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1: Evolução clínica e características demográficas dos 18 
pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1). 

39 

  

Tabela 2: Número de cópias por mL de RNA viral e kDNA de Leishmania 
(L.) infantum apresentado por pacientes com leishmaniose visceral 
coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1). 

45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xiv 
 

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

 

AIDS  Do inglês, Síndrome da Imunodeficiência Adquirida  

APC Aloficocianina 

CCR5  Do inglês, Receptor de células humanas para 

quimiocina da família CC  

CD  Do inglês, Cluster of differentiation  

PBMC  Do inglês, Células mononucleares de sangue periférico  

CXCR4  Do inglês, Receptor de células humanas para 

quimiocina da família CXC  

DNA  Do inglês, Ácido desoxirribonucléico  

ELISA  Do inglês, Enzyme Linked Immunosorbent Assay  

FITC  Do inglês, Isotiocianato de fluoresceína  

GALT  Do inglês, Tecido linfoide associado à mucosa  

gp  Do inglês, Glicoproteína do envelope do HIV-1  

HIV-1  Do inglês, Vírus da imunodeficiência humana tipo 1  

HLA-DR  Do inglês, Antígeno leucocitário humano do tipo II  

IFABP  Do inglês, Intestinal fatty acid binding protein  

IFN-  Do inglês, Interferon gama  

Igs  Imunoglobulinas  

IL  Interleucina  

LC  Leishmaniose cutânea  

LCD Leishmaniose cutânea difusa 

LM Leishmaniose mucosa 

LPS  Lipopolissacarideo  

LTA  Leishmaniose tegumentar americana  

LV  Leishmaniose visceral  

NF-kB  Do inglês, Fator de transcrição nuclear kappa B  

NK  Do inglês, Natural killer  

MIF  Do inglês, fator de inibição da migração de macrófagos  

MIP-1  Do inglês, Proteína inflamatória de macrófago 

PCR  Do inglês, Reação em cadeia da polimerase  

PD-1  Do inglês, Programmed cell death 1  



 

xv 
 

PE  Do inglês, Ficoeritrina  

PercP  Do inglês, Peridina-clorofila  

IPs  Inibidores de protease  

RANTES  Do inglês, Regulated upon activation, normal T-cell 

expressed, and secreted  

RNA  Do inglês, Ácido ribonucleico  

SIV  Do inglês, Vírus da imunodeficiência símia  

TARV  Terapia antirretroviral altamente potente  

TCR   Do inglês, Receptor de células T  

TGF-β  Do inglês, Fator de crescimento tumoral beta  

TNF  Do inglês, Fator de Necrose Tumoral  

 

 

 

 



 

1 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1  Epidemiologia da associação leishmaniose visceral e HIV-

1/AIDS (LV/HIV-1) 

 

A leishmaniose visceral (LV, também conhecida pelo nome indiano kala-

azar, calazar) é uma zoonose de evolução crônica e envolvimento sistêmico, 

que se não tratada, evolui de forma desfavorável e fatal (Barata et al, 2013). De 

acordo com a estimativa da Organização Mundial de Saúde (WHO, do inglês 

World Health Organization), cerca 400.000 novos casos da doença ocorrem 

anualmente ao redor do mundo, com uma alta endemia no subcontinente 

indiano, no oeste da África e nas Américas. No entanto, mais de 90% dos 

casos estão concentrados em seis países, sendo esses: Bangladesh, Brasil, 

Etiópia, Índia, Sudão e Sul do Sudão (WHO, 2015). 

Nas Américas, 38.808 novos casos de LV foram notificados entre os 

anos de 2001 e 2011. Apesar desse número estar distribuído entre 12 países, 

96% dos casos notificados ocorreram no Brasil (37.503 casos) (Lindoso et al, 

2014), afetando primariamente homens (61,7%) e crianças com idade inferior a 

cinco anos (36%) (Brasil, 2014). Segundo o último boletim da Secretaria de 

Vigilância em Saúde, foram relatados 3.253 novos casos de LV em 2013, com 

incidência de 1,6 por 100.000 habitantes (Brasil, 2014). Considerando a 

elevada taxa de subnotificação de casos e que a LV trata-se de uma doença 

negligenciada, estima-se que esses números sejam maiores do que o descrito 

no país, variando em uma faixa realista de 4.500 a 6.800 casos por ano 

(Lindoso et al, 2014). 

No Brasil, o agente etiológico da LV é a espécie Leishmania 

(Leishmania) infantum, transmitida através da picada do flebotomíneo da 

espécie Lutzomyia longipalpis, vetor da doença no país. A raposa 

(Lycalopexvetulus e Cerdocyonthous) e o gambá (Didelphis albiventris) são 

descritos como potenciais reservatórios silvestres da doença, enquanto o cão 

(Canis familiaris) é considerado o seu reservatório doméstico, sendo 

identificado como a principal fonte de infecção para o vetor.  

Durante o repasto sanguíneo no hospedeiro vertebrado, o vetor 

infectado regurgita parte do conteúdo do seu tubo digestivo, transmitindo as 
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formas promastigotas metacíclicas para este e iniciando, assim, o ciclo de 

transmissão da doença. Essas formas promastigotas são rapidamente 

fagocitadas pelas células de defesa do hospedeiro, especialmente macrófagos, 

e dentro do vacúolo fagocítico (fagossomo) se diferenciam nas formas 

amastigotas. Essas últimas irão se replicar por divisão binária e, 

posteriormente, infectar novos macrófagos. Dessa forma, a L. (L.) infantum 

caracteriza-se como um parasito intracelular obrigatório, que infecta as células 

da linhagem fagocítica mononuclear de mamíferos, dentre eles os seres 

humanos. 

Nas últimas décadas, as alterações ambientais causadas pelo homem, 

tais como o desmatamento, o crescimento desordenado das cidades, a 

presença concomitante do Lu. longipalpis e do reservatório doméstico, além 

das precárias condições de habitação da população, têm contribuído para a 

urbanização, expansão geográfica e emergência de novos focos da LV no 

Brasil. Desta forma, apesar da incidência da LV ainda ser consideravelmente 

elevada nas áreas rurais, a doença se encontra em constante expansão para 

as zonas peri-urbanas e urbanas, muito provavelmente como resultado destas 

alterações antropogênicas, bem como da intensa migração das populações 

rurais para periferias urbanas (Maia-Elkhoury et al, 2008). Tal fato tem 

contribuído cada vez mais para a emergência de novos casos de associação 

da doença com a infecção pelo Vírus da Imunodeficiência Humana tipo 1 (HIV-

1, do inglês Human Immunodeficiency Virus), e será dissertado mais adiante. 

Paralelamente, dados recentes apontam que cerca de 40 (34.3–41.4) 

milhões de pessoas no mundo estejam vivendo com AIDS, com uma incidência 

global de aproximadamente 2.0 (1.9–2.2) milhões de novos casos de infecção 

em 2014 (WHO, 2015). Apesar desses dados ainda serem alarmantes, tem 

sido observado um importante declínio no número de casos novos da infecção 

quando comparado, por exemplo, aos dados do ano de 2001, quando foram 

estimados 3.4 (3.1–3.7) milhões de novos casos de infectados pelo HIV-1 

(WHO, 2015). Simultaneamente, o número de mortes pela Síndrome de 

Imunodeficiência Adquirida (AIDS) também declinou nos últimos anos, com 1.2 

(1.0–1.5) milhões de mortes por AIDS em 2014, comparados aos 2.3 (2.1–2.6) 

milhões de óbitos pela doença em 2005 (WHO, 2015). Esses dados parecem 

ser reflexos do aumento simultâneo da adesão à 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) milhões de indivíduos em todas as faixas etárias estejam infectados pelo 

HIV-1. Em 2014, foram notificados aproximadamente 87.000 (70.000 – 

100.000) mil novos casos de infecção (UNAIDS, 2015). O Brasil, por sua vez, 

está andando na contramão do que têm acontecido com a média global, sendo 

responsável por, quase metade desses números no continente latino-

americano. O último Boletim do Ministério da Saúde (2015) revelou um 

aumento progressivo no número de novos casos de infecção pelo HIV-1 entre o 

período de 2007 a junho de 2015. Por exemplo, em 2007 foram notificados 

5.833 casos, ao passo que em 2015, até o mês de junho, haviam sido 

notificados 9.419 casos, somando-se para período cerca de 93.260 novos 

indivíduos infectados pelo vírus, no país. Além disso, desde o início da 

epidemia de AIDS no Brasil, até junho de 2015, aproximadamente 798.300 

casos de AIDS foram notificados. 

A epidemia de HIV/AIDS no país tem se concentrado, principalmente, 

em populações que vivem em situações de vulnerabilidade, como homens que 

fazem sexo com homens (HSH), travestis, profissionais do sexo e usuários de 

drogas injetáveis. Além disso, tem sido observado uma constante 

heterossexualização, feminização, pauperização e ruralização da epidemia.  

Dessa forma, o aumento da difusão da infecção pelo HIV-1 para as 

áreas rurais e a constante urbanização da LV podem influenciar de forma 

importante a epidemiologia e a história natural de ambas as infecções. É bem 

descrito que a presença da infecção pelo HIV-1 em áreas endêmicas para LV 

aumenta de 100 para 2320 vezes o risco de desenvolvimento de casos 

sintomáticos da doença, além de reduzir a probabilidade de uma resposta 

terapêutica de sucesso e aumentar a probabilidade de ocorrência de recidivas 

da LV (Alvar et al, 2008; Cota et al, 2011). Diante disso, a associação 

leishmaniose visceral/HIV-1 (LV/HIV-1) tem emergido como um desafio 

importante no controle da LV. Por exemplo, a infecção pelo HIV-1 em 

indivíduos expostos à L. infantum aumenta dramaticamente o risco de 

progressão da infecção assintomática para doença ativa, enquanto que a 
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presença simultânea da LV acelera dramaticamente a progressão da infecção 

pelo vírus para a AIDS (Alvar et al, 2008).  

Atualmente, a associação LV/HIV-1 tem sido descrita em 35 países ao 

redor do mundo (WHO, 2015), emergindo como uma entidade patológica grave 

em algumas áreas do leste da África, particularmente no norte da Etiópia (Van 

Griensven et al, 2014), bem como em várias outras regiões do mundo.  Estima-

se que um terço dos casos de infecção pelo HIV-1 no mundo ocorra em áreas 

de risco para a transmissão de leishmaniose (Leite de Sousa-Gomes et al, 

2011). Na América do Sul, por sua vez, o número de casos da associação 

LV/HIV-1 também se encontra em constante ascensão, contando com uma 

incidência de aproximadamente 6% de indivíduos coinfectados, em 2011 (Van 

Griensven et al, 2014). No entanto, é muito provável que esses dados estejam 

subestimados, uma vez que a LV ainda não está inclusa entre as doenças 

oportunistas definidoras de AIDS listadas pela OMS e, portanto, dificilmente é 

reportada no sistema de notificações de casos de AIDS (Pintado & López-

Vélez, 2014). Como já comentado, a ocorrência de casos de associação 

LV/HIV-1 tem sido relacionada, principalmente, ao aumento da sobreposição 

geográfica de ambas as infecções, uma vez que a LV está cada vez mais 

presente nas áreas urbanas, e a infecção pelo HIV-1 se encontra em constante 

interiorização no país (Brasil, 2014). 

Em 1990, o Brasil registrou o primeiro caso de coinfecção 

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 país, no qual foi demonstrado que 37% dos 

pacientes coinfectados avaliados apresentavam a forma visceral da doença 

(Rabello et al, 2003). A partir dessa primeira iniciativa, o Ministério da Saúde 

fortaleceu os centros nacionais de referência em HIV e leishmanioses, a fim de 

melhorar o diagnóstico precoce e o tratamento adequado para a coinfecção 

Leishmania/HIV-1. De acordo com suas recomendações, deve-se oferecer 

sorologia para o diagnóstico de infecção pelo HIV-1 a todos os pacientes com 

LV e leishmaniose tegumentar (LT), independentemente da idade (Brasil, 

2011). Em outras palavras, quando um indivíduo é diagnosticado com LV, ou 

LT, um teste rápido para diagnóstico da infecção pelo HIV-1/2 deve ser 

oferecido nas Unidades de Pronto-Atendimento (UPAs) por médicos e/ou 
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enfermeiros, independentemente da realização de teste anterior, e com os 

devidos aconselhamentos pré e pós-teste (Brasil, 2011). 

 Atualmente, o Brasil é considerado o país com maior número de casos 

dessa associação no continente americano, apresentando um aumento 

expressivo desses valores nos últimos 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). Informações mais recentes 

apontam que, hoje o país conte com uma incidência de aproximadamente 9,3% 

dos casos de associação LV/HIV-1 (Maia-Elkhoury, OPAS, comunicação 

pessoal, 2015). Aliado a esse fato, a distribuição epidemiológica desses casos 

ainda tem acompanhado os grupos de risco para a transmissão do HIV, seja 

pela faixa etária (aproximadamente 37 anos de idade), pelo sexo (91,9% do 

sexo masculino) (Rabello et al, 2003), ou por práticas de alto risco para 

infecção.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Números absolutos e proporção relativa dos casos de leishmaniose 
visceral (LV) notificados que estavam infectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1). 
Número e proporção de casos de associação LV/HIV-1 no Brasil referente ao 
período de 2001 a 2012. Fonte: Lindoso et al., 2014 (Ministério da Saúde). 
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Do ponto de vista clínico, a coinfecção pelo HIV-1 acelera o 

desenvolvimento da LV ativa, que se manifesta, principalmente, em 

decorrência da grave imunossupressão apresentada pelos pacientes de HIV-1, 

aumentando a significância epidemiológica dos casos assintomáticos 

(Griensven et al, 2014). Dessa forma, a associação com o HIV-1 tem resultado 

em um aumento na taxa de letalidade da LV, além de aumentar de 3 a 5 vezes 

a predisposição a recidivas da doença, em comparação aos indivíduos 

negativos para a infecção pelo HIV-1 (Lindoso et al, 2014). Por outro lado, o 

desenvolvimento da LV pode intensificar o status de imunossupressão 

apresentado pelos pacientes infectados pelo HIV-1, fazendo com que esses 

progridam mais rapidamente para a AIDS. Adicionalmente, o grave 

comprometimento imunológico na coinfecção Leishmania/HIV-1 pode fazer 

com que esses indivíduos desenvolvam, com certa frequência, manifestações 

clínicas incomuns e/ou disseminadas da doença para sítios atípicos, como 

pele, tratos gastrointestinal, respiratório, cardíaco, 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 associação 

LV/HIV-1 se apresenta de forma peculiar não apenas clinicamente, mas 

também em termos de perfil de diagnóstico laboratorial, de resposta ao 

tratamento específico e, como mais recentemente observado, em termos do 

desenvolvimento da resposta imunológica. 

 

1.2  Imunopatogênese da leishmaniose visceral (LV) 

 

De modo geral, as leishmanioses são classificadas clinicamente em 

leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar americana (LTA), essa 

última podendo se apresentar em três formas clínicas diferentes: leishmaniose 

cutânea (LC), leishmaniose cutânea-difusa (LCD) e leishmaniose mucosa (LM). 

Este estudo teve como foco principal a imunopatogênese da forma visceral da 

doença, e da sua associação com o HIV-1. 

Sendo assim, a LV caracteriza-se como uma forma sistêmica das 

leishmanioses, uma vez que as formas amastigotas de L. (L.) infantum e L. (L.) 

donovani (no Velho Mundo) apresentam acentuado tropismo pelo sistema 

fagocítico mononuclear do baço, fígado, medula óssea e linfonodos. O fato do 
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parasito residir, primariamente, dentro de macrófagos presentes nestes órgãos 

faz com o curso da doença evolua com um comprometimento subjacente dos 

mecanismos imunológicos 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 clássica 

hepatoesplenomegalia (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Manifestações clínicas da leishmaniose visceral. Pacientes com 
leishmaniose visceral apresentando hepatoesplenomegalia característica da doença 
(Brasil, 2006). 

 

 

Neste contexto, a imunopatogênese da LV torna-se bastante complexa, 

envolvendo o comprometimento de diferentes órgãos do sistema imune e, 

consequentemente, levando a importantes alterações em outros 

compartimentos. A princípio, a infecção de macrófagos pela L. infantum 

acarreta em uma reposição dessa linhagem celular pela medula óssea. Em 

consequência, a produção de outras células como eritrócitos, plaquetas e até 

mesmo de progenitores de linfócitos T sofre um importante desvio, o que leva 

ao aparecimento de sinais característicos da doença, 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 

imunossupressão da resposta imune específica para o parasito. 

Assim, a natureza supressora da resposta imune durante a LV ativa 

seria principalmente específica para antígenos de Leishmania, uma vez que 

testes de hipersensibilidade do tipo tardia (teste de Montenegro) para esses 

antígenos apresentam-se negativos (Goto & Prianti et al, 2009). Além disso, já 

foi descrito uma perda da capacidade proliferativa de células T e uma 
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deficiência na produção de citocinas, como IL-2 e IFN-ɣ, em resposta a 

estimulação in vitro com os antígenos do parasito (Carvalho et al, 1985, 1989). 

No entanto, esse prejuízo na resposta imune celular parece ser revertido após 

o término do tratamento específico, através da restauração da produção de 

IFN-ɣ e da capacidade linfoproliferativa. Ainda assim, os mecanismos que 

conduzem a imunossupressão na LV ainda são amplamente desconhecidos, 

embora se tenha a convicção de que antígenos de L. infantum sejam cruciais 

nesse processo.  

Apesar desse grave comprometimento da resposta imune efetora na LV, 

o conceito de que a doença cursa com um intenso grau de ativação do sistema 

imune é cada vez mais consistente (Goto & Prianti, 2009; Santos-Oliveira et al, 

2011). Um estudo recente sugeriu que o substrato patogênico na LV deve 

incluir uma resposta inflamatória sistêmica exacerbada, mediada por citocinas 

inflamatórias, que está associada à falência múltipla dos órgãos, fazendo dessa 

doença algo muito similar ao que ocorre na sepse, na malária e em outras 

doenças inflamatórias (Costa et al, 2010; Costa et al, 2013). Além disso, tem 

sido descrita uma intensa ativação policlonal de células B, de modo que altos 

títulos de anticorpos, sejam inespecíficos ou mesmo anti-Leishmania, são 

característicos da doença ativa no soro de pacientes com LV (Galvão-Castro et 

al, 1984; Saha et al, 2006; Goto & Lindoso, 2009). 

 Apesar dos níveis elevados de citocinas do tipo 2 serem observados 

nos indivíduos com LV (Peruhype-Magalhães et al, 2006), um padrão misto de 

resposta dos perfis Th1 e Th2 tem caracterizado a fase ativa da doença (Goto 

& Lindoso, 2004), de modo que muitos estudos tem descrito que pacientes com 

LV ativa apresentam níveis significativamente elevados de citocinas como IFN-

, TNF-α, IL-4 e IL-10 no soro, comparados com pacientes assintomáticos ou 

indivíduos saudáveis (Ansari et al, 2006; Khoshdel et al, 2009, Andrade-Costa 

et al, 2012).  

A presença de níveis elevados de IFN- em pacientes com LV ativa 

sugere que suas fontes de produção possam ser os órgãos linfoides, onde os 

parasitos proliferam (Goto & Prianti, 2009), podendo estar relacionada com 

importantes alterações fisiopatológicas encontradas durante a doença ativa. 

Entretanto, o aumento simultâneo dos níveis de IL-10 também na fase ativa da 
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doença parece mascarar a resposta pro-inflamatória do IFN-. Tal fato faz da 

IL-10 uma das principais citocinas envolvidas no estabelecimento e progressão 

da LV, além de ser apontada como um importante fator para a sobrevivência e 

persistência do parasito no interior de macrófagos (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 o cenário imunossupressor. 

Desse modo, altas concentrações de IL-10 e IL-4 podem inibir a expansão de 

células T do perfil Th1, além de promover a desativação do potencial 

leishmanicida de macrófagos (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 inflamatória sistêmica foi 

recentemente associada à gravidade da LV, estando relacionada com a 

ocorrência de complicações fatais da doença, como a coagulação intravascular 

disseminada (Costa et al, 2013). Nesse estudo, foi demonstrado que maiores 

concentrações de citocinas como IL-6, IL-8 e IFN-ɣ precediam o óbito de 

pacientes com LV ativa, além de estarem correlacionadas com parâmetros 

clínicos e laboratoriais associados com a LV grave, quando aliadas aos níveis 

também elevados de TNF-α e IL-1β (Costa et al, 2013). Esses resultados 

reforçaram a hipótese de que a letalidade da LV é, muito comumente, o reflexo 

de uma resposta inflamatória sistêmica exacerbada, e que uma terapia anti-

citocinas, por exemplo, poderia ser testada como uma terapia adjuvante para 

as formas mais graves da doença em modelos animais (Carvalho et al, 1994; 

Costa et al, 2013). 

Adicionalmente, já foi descrito que indivíduos que apresentam LV 

autorresolutiva ou mesmo aqueles que são submetidos à quimioprofilaxia bem-

sucedida, manifestam uma resposta de hipersensibilidade tardia mediada por 

células e, ainda, são capazes de apresentar maiores proporções de células T 

CD4+ específicas com perfil Th1 (Goto & Lindoso, 2004; Saha et al, 2006). Isso 

sugere que uma possível mudança para esse perfil de resposta poderia 

contribuir para a resolução da infecção na LV. Tal fato já foi demonstrado 

através da combinação de citocinas, como IL-2 e INF- exógenos, que parecem 

restaurar a resposta linfoproliferativa, da mesma forma que a combinação de 

anti-IL-4 e anti-IL-10 não só parece ser capaz de restaurar essa resposta, como 
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também a produção de IFN- em culturas de células de pacientes com LV 

(Carvalho et al, 1994).  

Embora existam evidências de que os componentes do próprio parasito 

desempenham um papel crucial sobre a ocorrência dessas anormalidades em 

pacientes com LV ativa, os mecanismos precisos envolvidos nessas alterações 

ainda permanecem desconhecidos. Considerando que já foi evidenciada a 

presença de formas amastigotas em células do tecido linfoide associado à 

mucosa (Luz et al, 2010) e que a LV cursa com um intenso grau de ativação 

celular e comprometimento imunológico, cogitou-se que a translocação de 

produtos microbianos do lúmen intestinal para a corrente sanguínea poderia 

estar envolvida nesse processo crônico. De fato, assim como já foi observado 

em outras infecções que também cursam com um intenso grau de ativação, 

entre elas a infecção pelo HIV-1 (Brenchley et al, 2006), um estudo prévio do 

nosso grupo investigou a presença de produtos microbianos na circulação de 

pacientes de LV durante e após a doença ativa (Santos-Oliveira et al, 2011). 

Estes pacientes apresentaram níveis elevados de lipopolissacarídeo (LPS) e 

seu receptor, a molécula de CD14 solúvel (sCD14), em paralelo a percentuais 

elevados de linfócitos T ativados, definidos através da expressão de HLA-DR 

(Santos-Oliveira et al, 2011). Esses resultados estavam relacionados com a 

intensa imunossupressão desses pacientes, levantando a hipótese de que 

outros mecanismos, além da presença de L. infantum, poderiam estar 

associados ao grau de comprometimento imunológico desses indivíduos. 

Finalmente, outros trabalhos já têm descrito uma relação entre esse 

status de ativação na LV e a consequente exaustão crônica do sistema imune. 

Essa exaustão pode ser identificada através do aumento da expressão de 

moléculas com atividade inibitória, como PD-1 e CTLA-4, que regulam 

negativamente a ativação de células T, além de consistirem em marcadores 

característicos de anergia/exaustão de células T durante infecções crônicas 

(Gautam et al, 2013). A exaustão na LV tem sido descrita em ambas as 

subpopulações de linfócitos T, sendo caracterizada por um prejuízo funcional 

caracterizado por uma diminuição na capacidade proliferativa dessas células 

em resposta aos antígenos de L. infantum, bem como na produção de 

citocinas, como IFN-ɣ, após o estímulo antigênico (Esch et al, 2013). 
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1.3  Imunopatogênese da infecção pelo HIV-1 

 

O HIV-1 (gênero Lentivirus, família Retroviridae, subfamília Lentivirinae) 

é um vírus formado por um núcleo protéico contendo duas cópias idênticas de 

RNA de 9,2 kb, que constituem seu genoma, e por enzimas virais (transcriptase 

reversa, integrase e protease) que são cruciais para o processo de replicação 

viral. Tais componentes são envolvidos por um envelope lipoprotéico, no qual 

se inserem as proteínas gp120 e gp41, que desempenham papéis importantes 

durante a infecção das células-alvo. O HIV-1 tem como alvo as células que 

expressam em sua superfície a molécula CD4, como monócitos, macrófagos, 

células dendríticas e células microgliais do sistema nervoso central, mas 

principalmente os linfócitos T CD4+. No início do ciclo replicativo, ocorre a 

ligação da proteína gp120 do envelope viral à molécula de CD4 da célula-alvo. 

Após essa interação inicial, uma região específica da gp120, a alça V3, torna-

se exposta e apta à ligação aos correceptores (receptores de citocinas), 

principalmente CCR5 e CXCR4. Esses correceptores permitem não só a 

infecção de linfócitos T CD4+, bem como de células centrais para a 

apresentação de antígenos, como macrófagos e células dendríticas. Possuindo 

essas células papéis fundamentais no estabelecimento de uma resposta imune 

adaptativa funcional, reside na alteração de seus potenciais qualitativo e 

quantitativo, em especial dos linfócitos T CD4+, o processo de 

imunopatogênese associada à imunossupressão da infecção pelo HIV-1.  

A maioria dos indivíduos positivos para o HIV-1, na ausência da terapia 

antirretroviral combinada altamente potente, a TARV, leva, em média, cerca de 

10 anos para apresentar os sintomas definidores de AIDS e são chamados de 

progressores típicos (Pantaleo & Fauci, 1996). No entanto, os mecanismos 

fisiopatológicos envolvidos nesta progressão para a AIDS já se iniciam nas 

primeiras semanas pós-infecção. 

Dessa forma, refletindo o padrão clássico apresentado por indivíduos 

infectados pelo HIV-1 em ausência de TARV, o curso clínico natural da 

infecção pelo HIV-1 é marcado por diferentes fases (Lewis, 2013), como pode 

ser observado na Figura 3. Uma fase inicial de aquisição, também conhecida 

como fase eclipse, a qual engloba eventos que seguem desde a exposição ao 

vírus até o aparecimento da primeira viremia (níveis de RNA plasmático), 
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detectável por ensaio virológico ultrassensível. Essa fase perdura por 

aproximadamente 10 dias, e é neste período que provavelmente, o vírus 

estabelece os reservatórios virais em células T CD4+ resting de memória. Além 

disso, nesta etapa da infecção surgem os sintomas retrovirais agudos, 

semelhantes àqueles presentes na mononucleose ou em outras viroses. Logo 

após à fase eclipse, os níveis de RNA viral aumentam exponencialmente, 

caracterizando uma expansão e disseminação sistêmica do vírus, 

acompanhados por uma queda drástica nas contagens de linfócitos T CD4+ 

circulantes. Cerca de 28 dias depois, verifica-se uma diminuição da carga viral, 

devido ao controle imunológico inicial e o estabelecimento de um plateau (set 

point viral), o qual pode durar por muitos anos. Com o controle da viremia pós-

infecção, inicia-se a fase crônica da infecção pelo HIV-1, clinicamente 

assintomática, que permanece até que esse controle viral seja perdido e que se 

tenha o aparecimento das doenças definidoras de AIDS. Este período, que 

pode perdurar por muitos anos, é caracterizado por uma perda lenta e 

progressiva dos linfócitos T CD4+, com simultânea expansão de células T CD8+ 

ativadas, que a princípio mantêm a homeostase no número de linfócitos T 

totais e contínuos danos ao sistema imune. Eventualmente, o controle da 

replicação viral é perdido, levando novamente ao aumento da viremia, à 

intensificação no declínio de células T totais e comprometimento do estado 

geral do indivíduo infectado que, em consequência, progride para a AIDS. O 

aparecimento e/ou reaparecimento de infecções oportunistas, assim como da 

LV, é favorecido por esse quadro de imunodeficiência grave. Dessa forma, a 

ausência da TARV nessa fase da infecção pode culminar no óbito do indivíduo 

infectado.  
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Figura 3: Curso clínico natural da infecção pelo HIV-1 na ausência de 
TARV. Na abscissa, o tempo 0 indica o dia de exposição ao vírus. A fase 
eclipse corresponde ao período que vai da infecção pelo HIV-1 (0) até a 
primeira viremia detectável (T0). Modificado de Lewis, 2013. 

 

 

Diante deste cenário, sabe-se que a infecção pelo HIV-1 compromete 

gravemente o sistema imunológico do hospedeiro, levando o indivíduo 

infectado a ser mais vulnerável a uma variedade de outras doenças 

infecciosas, e estando as leishmanioses incluídas. Isso ocorre pelo fato dos 

linfócitos T CD4+, principais alvos da infecção, desempenharem um papel 

central no desenvolvimento da resposta imune específica contra o vírus. Assim, 

a perda progressiva no número dessas células favorece o estabelecimento 

desse quadro de imunodeficiência grave observada nos pacientes infectados 

(Douek et al, 2002). Tal fato faz com que o monitoramento das contagens 

absolutas de linfócitos T CD4+, aliada aos níveis de carga viral, seja o principal 

parâmetro imunológico utilizado no acompanhamento da infecção pelo HIV-1 e 

da sua progressão para AIDS. Adicionalmente, esses parâmetros, em especial 

os níveis de células T CD4+, têm sido decisivos ao longo das últimas décadas 
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para a indicação de submissão à TARV, bem como às profilaxias específicas 

para as doenças oportunistas, além de permitir a avaliação da reconstituição 

imune pós-tratamento nos pacientes infectados (Miller et al, 1999). 

Os mecanismos precisos envolvidos na destruição progressiva dos 

linfócitos T CD4+, embora intensamente investigados, ainda não foram 

completamente elucidados. Já foi demonstrado em alguns trabalhos que a 

infecção e morte direta das células T CD4+ pelo vírus contribuem apenas 

parcialmente para essa depleção, uma vez que o HIV-1 não é um vírus lítico 

(Douek et al, 2002). Isso pode ser visualizado uma vez que, mesmo com a 

submissão à TARV e com níveis indetectáveis de carga viral, a reconstituição 

imunológica dos indivíduos infectados pode ser deficiente e incompleta. A partir 

daí, passou-se a sugerir que os efeitos sobre o sistema imune que estavam 

indiretamente relacionados à infecção viral também eram importantes. Dentre 

esses mecanismos, aponta-se o sequestro de células T para os órgãos 

linfoides secundários, que conduz a uma aparente perda de células T na 

periferia e, consequentemente, a mudanças no número e proporção de suas 

subpopulações na circulação. Além disso, outro mecanismo amplamente 

considerado como um dos responsáveis pela contínua depleção de células T 

CD4+ é a intensa ativação do sistema imune. O grau de ativação apresentado 

por indivíduos infectados pelo HIV-1 tem sido caracterizado como um preditor 

de progressão para AIDS, independente da depleção das células T CD4⁺, 

sobretudo em pacientes não tratados (McCune, 2001). 

Atualmente, é amplamente aceito que esse processo de ativação está 

diretamente relacionado à perda progressiva de células T CD4+ e, 

consequentemente, à intensa imunossupressão e progressão para a AIDS 

(Douek, 2013). A princípio, tal ativação celular parece não diferir daquela 

observada em outras infecções sistêmicas, a qual reflete a montagem de uma 

resposta imune antiviral. Entretanto, na infecção pelo HIV-1, esse status de 

ativação persiste indefinidamente, ao passo que nas demais infecções ela 

declina ou é adequadamente controlada (Picker, 2006). 

Esse ambiente de desorganização do sistema imune nos indivíduos 

infectados pode ser reconhecido através de uma variedade de alterações 

fenotípicas observadas para as células T, como o aumento da expressão de 

moléculas de superfície associadas à ativação do sistema imune (Giorgi et al, 
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2002; Benito et al, 2004). Essa expressão, em especial das moléculas CD38 e 

HLA-DR, está associada à progressão da infecção pelo HIV-1 para a AIDS, e a 

avaliação periódica desse fenótipo pode auxiliar no monitoramento da infecção. 

A molécula CD38 é uma ectoenzima multifuncional envolvida na regulação de 

cálcio intracelular, de modo que sua diminuição estaria relacionada com 

respostas imunológicas prejudicadas e distúrbios metabólicos. Em 

contrapartida, o aumento da expressão de CD38 na superfície celular é 

descrito como um indicador de ativação celular, que não está apenas ligado à 

infecção pelo HIV-1, mas também a neoplasias de células B, tumores sólidos e 

diabetes tipo 2 (Quarona et al, 2013).  

Estudos têm demonstrado que a expressão de CD38 em células T CD8+, 

bem como a coexpressão CD38/HLA-DR aumenta progressivamente com o 

avanço da doença na infecção pelo HIV-1, e que esse aumento está associado 

com o declínio de células T CD4+ totais e aumento da carga viral plasmática 

(Benito et al, 2004; Sauce et al, 2013), além de aumentar em duas vezes mais 

o risco relativo de progressão para a doença (Karim et al, 2012). A ativação 

crônica não-específica, vista através da hiperexpressão desses marcadores, 

sobretudo em linfócitos T CD8⁺, parece também estar relacionada com um 

aumento na produção de citocinas pro-inflamatórias e com uma indução de 

alterações histológicas nos nódulos linfoides. Tal fato pode prejudicar de forma 

progressiva a organização funcional do sistema imune, reduzindo sua 

capacidade regenerativa e favorecendo a evolução viral, o que pode resultar na 

progressão mais rápida para AIDS (Bartovská et al, 2011). 

Vários mecanismos podem contribuir para esse status de ativação na 

infecção pelo HIV-1, sejam eles direto ou indiretamente relacionados ao vírus. 

Dessa forma, além da própria estimulação antigênica através da replicação 

viral, níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias, tais como TNF, IL-6, IL-1β 

e quimiocinas, como RANTES, MIP-1α e MIP-1β já foram diretamente 

implicados nesse processo (Connoly et al, 2005; Vandergeeten et al, 2012; 

Nasi et al, 2014), consistindo em fatores indiretamente relacionados à infecção 

viral.  

Estudos in vivo e in vitro têm apontado as citocinas como importantes 

cofatores que regulam os mecanismos imunológicos e virológicos associados 

com a persistência viral e o grau de ativação na infecção pelo HIV-1 
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(Vandergeeten et al, 2012). Desse modo, citocinas anti-inflamatórias podem 

contribuir para o estabelecimento da latência viral por diminuir os níveis de 

ativação e a replicação do vírus, criando a condição imuno-virológica 

necessária para a persistência de um pool de células T CD4+ infectadas 

latentes (Stacey et al, 2009). Em contrapartida, os níveis elevados de citocinas 

pro-inflamatórias podem favorecer a persistência viral por contribuir para a 

manutenção da replicação em baixos níveis nos tecidos linfoides, mesmo após 

longo período de TARV (Chun et al, 1998). Dessa forma, enquanto a inibição 

da replicação consiste em um pré-requisito para o estabelecimento de latência, 

os efeitos opostos podem contribuir para persistência do vírus por promover a 

replicação viral contínua em baixos níveis nos reservatórios anatômicos do 

HIV-1. 

Adicionalmente, a passagem de produtos microbianos de origem luminal 

para a circulação também é considerada um mecanismo central para a 

patogênese da infecção pelo HIV-1 (Brenchley et al, 2006; Klatt et al, 2013), e 

para o grau de ativação do sistema imune. De fato, durante a fase aguda da 

infecção pelo HIV-1 em humanos, e pelo SIV (vírus da imunodeficiência símia) 

em macacos Rhesus, tem sido demonstrado que o trato gastrointestinal é 

particularmente afetado pela própria replicação viral e pela intensa ativação do 

sistema imune (Brenchley et al, 2006). Isso se dá pelo fato de que, logo na fase 

aguda inicial da infecção, ocorre uma destruição massiva de células T 

CD4⁺CCR5+ de memória presentes na mucosa intestinal, como resultado direto 

da infecção pelo vírus, mas que se mantém de forma constante durante todo o 

curso da doença (Brenchley & Douek, 2008). Devido a essa depleção das 

células T CD4+ no trato gastrointestinal, e a outros danos observados no tecido 

linfoide associado à mucosa (Brenchley & Douek, 2008), a translocação 

microbiana vem sendo considerada um importante mecanismos 

imunopatogênico que contribui para esse processo de ativação imune (Douek, 

2007). Desse modo, microorganismos, sobretudo bactérias gram-negativas 

presentes no lúmen intestinal, e produtos microbianos derivados das mesmas 

seriam translocados para a circulação sistêmica. Tal fenômeno pode ser 

identificado por um aumento dos níveis plasmáticos de LPS nos indivíduos 

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 solúvel ou de membrana e, por sua vez, ao complexo TLR4-

MD2, o qual culmina com a ativação do fator transcricional NF-KB e com a 

produção de citocinas inflamatórias como IL-6, IL-1β, TNF e IFN do tipo I. Estas 

contribuirão para a persistente ativação imune observada durante a fase 

crônica da infecção pelo HIV-1 (Miller et al, 2005, Gioannini et al, 2007). 

De fato, níveis aumentados de LPS foram observados em pacientes 

infectados pelo HIV-1 na fase crônica comparados aos indivíduos sadios e 

àqueles na fase aguda da doença. Estes níveis de LPS foram associados aos 

níveis de sCD14, aos níveis plasmáticos da citocina pró-inflamatória IFN-α e ao 

percentual de linfócitos T com fenótipo ativado (Brenchley et al, 2006). Mais 

recentemente, verificou-se que os níveis 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 

quantificação do DNA ribossomal 16S de bactéria também vem sendo utilizada 

como um importante indicador de translocação microbiana e de ativação imune 

sistêmica (Jiang et al, 2009). 

Em adição à progressiva depleção e disfunção de células T, a infecção 

pelo HIV-1 também cursa com um extenso comprometimento no braço humoral 

do sistema imune. Dessa forma, a infecção pelo vírus tem sido associada a 

numerosos aspectos que caracterizam a disfunção do compartimento imune de 

células B. Essas características incluem o aumento da expressão de 

marcadores de ativação (CD70, CD71, CD80 e CD86), hipergamaglobulinemia 

e intensa ativação policlonal de células B (Siewe & Landay, 2012), bem como 

perturbações em diversos subtipos de linfócitos B (Moir & Fauci, 2009) e 

secreção de citocinas pró-inflamatórias (Siewe & Landay, 2012).  

Adicionalmente, o turnover aumentado de células B induzido pelo HIV-1, 

ou seja, o aumento da proliferação, da diferenciação e da morte celular, conduz 

a uma alta frequência de plasmócitos de vida-curta, que são provavelmente 

responsáveis pela hipergamaglobulinemia observada nos indivíduos infectados 

(Moir & Fauci, 2009). Tais achados são subjacentes a outras manifestações 

resultantes da replicação viral persistente, como a elevada frequência 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 

infecção pelo HIV. 

Não como uma causa, mas como uma consequência dos sucessivos 

momentos de ativação celular ao longo da vida, verifica-se com o 

envelhecimento, um processo natural do organismo, a deterioração da 

competência imune. Esse processo explica, em parte, a morbi-mortalidade 

aumentada em indivíduos idosos imunocompetentes, não acometidos por 

imunodeficiências de qualquer natureza. Por analogia, o intenso grau de 

ativação imune observado na infecção pelo HIV-1 vem sendo considerado um 

possível fator acelerador do envelhecimento do sistema imunológico, fazendo 

com que indivíduos infectados exibam de forma mais grave e antecipada, 

características imunológicas apresentadas apenas por adultos em idades mais 

avançadas. Este processo denomina-se imunosenescência e pode se 

manifestar de maneira clonal e/ou global (Appay et al, 2007). 

A ativação imune crônica e o processo de inflamação vêm sendo cada 

vez mais associados, não apenas à depleção de células T CD4+, mas também 

a esse envelhecimento sistêmico, que resulta na deterioração de diversas 

funções fisiológicas em indivíduos infectados pelo HIV-1, bem como em idosos 

imunocompetentes (Appay & Sauce, 2008). Em resposta a diversas infecções e 

danos teciduais, citocinas pró-inflamatórias, tais como TNF, IL-1β e IL-6, são 

produzidas e secretadas, constituindo-se em uma complexa cascata inicial de 

destruição de patógenos e reparo tecidual, que atua como uma resposta 

natural do organismo a essas situações de estresse. No entanto, na infecção 

pelo HIV-1 ocorre a produção e/ou o acúmulo excessivo desses mediadores, o 

que acarreta em um grave comprometimento imunológico. Tais fatores também 

podem ser encontrados em altas concentrações no sangue de idosos, 

desempenhando um papel crucial no processo de envelhecimento, uma vez 

que estão associados ao aparecimento de diversas doenças relacionadas ao 

avanço da idade. Esse processo é conhecido como um envelhecimento 

inflamatório, sendo caracterizado pela hiperregulação de respostas anti-

estresse e produção de citocinas pró-inflamatórias (“inflamaging”). O 

envelhecimento inflamatório, aliado ao processo de imunosenescência, tem 

sido descrito por agravar o grau de imunodeficiência na infecção pelo HIV-1 

(Appay & Sauce, 2008; Deeks, 2013).   
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Adicionalmente, a ativação crônica do sistema imune observada na 

infecção pelo HIV-1 vem sendo descrita como uma das principais causas da 

proliferação celular acelerada, expansão e morte de células T, inclusive de 

células específicas ao vírus (Grossman et al, 2006). Embora seja 

constantemente debatida a dinâmica do turnover de células T, o consenso 

geral é que o tempo de vida de ambas as subpopulações de linfócitos T CD4⁺ e 

T CD8⁺ diminui em aproximadamente três vezes em indivíduos positivos para o 

HIV-1, quando comparados àqueles não infectados pelo vírus (Appay & 

Rowland-Jones, 2002). Dessa forma, apesar da intensa proliferação mediante 

ao processo de ativação celular, o tempo de vida limitado das populações de 

linfócitos T conduz, de forma precoce, a um estado de senescência replicativa 

na infecção pelo HIV-1, que está diretamente relacionado ao número de 

divisões celulares. Esse fenômeno caracteriza-se pela presença de inúmeros 

clones de células T CD4+ e T CD8+ terminalmente diferenciados, reconhecidos 

pelo fenótipo CD27-CD28- (Papagno et al, 2004). Essas subpopulações tendem 

a perder a capacidade de secretar citocinas, como IL-2 e IFN-, apresentam 

menor diversidade em seu repertório de receptores celulares (TCR) e maior 

suscetibilidade à morte induzida por ativação (Appay et al, 2007). Neste 

cenário, o indivíduo pode perder o controle da resposta imune ao vírus, ou 

ainda, progredir mais rapidamente para a AIDS (Nasi et al, 2014). 

Além disso, o processo de senescência replicativa também pode ser 

identificado através da expressão da molécula CD57 na superfície das células 

T (Brenchley et al, 2003, Chou & Effros, 2013), bem como através da perda da 

capacidade replicativa das células in vitro frente a mitógenos (Brenchley et al, 

2003; Sauce et al, 2013). Além disso, o comprimento do telômero da 

subpopulação de linfócitos T CD8+ é significativamente encurtado em pacientes 

infectados pelo HIV-1 (Appay & Rowland-Jones, 2002), o que também deve 

contribuir com uma diminuição da capacidade proliferativa dessas células.  

A princípio, 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 repertório celular com novas e 

diferentes especificidades. Entretanto, outra importante consequência desse 

processo de ativação é a exaustão dos recursos imunes primários (Appay & 

Sauce, 2008). De forma subjacente a esse processo, a produção de células T 
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CD4+ naïve não é mais suficiente para compensar a destruição destas células 

pela infecção, o que pode ser resultado de uma disfunção a nível tímico (Douek 

et al, 1998; Molina-Pinelo et al, 2009), conduzindo a uma diminuição da 

geração de novas células T para a periferia. Por outro lado, observa-se um 

aumento modesto na saída de linfócitos T CD8⁺ para periferia (Appay & 

Rowland-Jones, 2002), que resulta na baixa razão de linfócitos T CD4⁺/CD8⁺, 

característica de indivíduos infectados (Serrano-Villar et al, 2014). No entanto, 

acredita-se que a maioria dessas células T CD8⁺ corresponda a clones com 

fenótipo de células terminalmente diferenciadas.  

É importante ressaltar que a TARV, um dos maiores avanços na 

medicina moderna, não é capaz de restaurar totalmente a saúde dos indivíduos 

infectados, uma vez que esses persistem com o grau de ativação imune e 

continuam apresentando risco elevado de morbidade e mortalidade quando 

comparados à população geral. Nesse contexto, um risco aumentado da 

ocorrência de um novo conjunto de complicações, denominadas eventos não-

AIDS, emergiu em indivíduos infectados pelo HIV-1 sob uso prolongado da 

TARV e transformou essa infecção em uma doença crônica. Estas 

complicações não-AIDS incluem as doenças cardiovasculares, malignidades 

não-AIDS, falha renal, falha hepática, osteopenia ou osteoporose e desordens 

neurocognitivas. Os exatos mecanismos responsáveis por esse risco 

aumentado de eventos não-AIDS estão longe de serem completamente 

esclarecidos, mas acredita-se que tais complicações também possam estar 

associadas à ativação aumentada do sistema imune e à inflamação (Desai e 

Landay, 2010). 

Como pode ser observado até o momento, pacientes infectados pelo 

HIV-1 vivenciam um círculo vicioso, que vai desde a baixa reconstituição 

imune, até o intenso grau de ativação celular e status inflamatório, alcançando 

o fenômeno de imunosenescência. Juntos, esses fatores irão comprometer de 

forma importante a resposta imune efetora destes pacientes, fazendo-os mais 

suscetíveis ao surgimento de outras doenças infecciosas, dentre elas a LV. Tal 

associação pode, por sua vez, agravar o comprometimento imunológico desses 

pacientes, acelerando ainda mais o processo de ativação celular e o 

envelhecimento da população de células T. 
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1.4  Imunopatogênese da associação leishmaniose visceral/HIV-1 

(LV/HIV-1) 

 

Diante de tudo que já foi descrito, no que se refere à imunopatogenia da 

LV e da infecção pelo HIV-1 especula-se que os distúrbios imunológicos 

causados por ambas as enfermidades podem afetar de modo recíproco os 

pacientes coinfectados. Além disso, a intensa ativação crônica do sistema 

imune aliada à resposta pró-inflamatória pode apresentar-se de forma 

potencializada na associação LV/HIV-1, agravando a condição clínica dos 

pacientes coinfectados. 

A imunopatogênese das infecções causadas pelo HIV-1 e pela 

Leishmania infantum é profundamente dependente da resposta imune 

específica. Desse modo, em um cenário de coinfecção Leishmania/HIV, a 

desregulação do sistema imunológico e a depleção do repertório de linfócitos T 

específicos, provocados pelo HIV-1, comprometem os mecanismos de controle 

da replicação do parasito, contribuindo, assim, para a progressão da 

leishmaniose. Esse fato pode explicar a explosão de casos de recidivas da 

doença, observada em áreas com uma alta prevalência dessa associação 

(Cota et al, 2011). 

A introdução da TARV tem reduzido a incidência de infecções 

oportunistas, bem como das leishmanioses, em pacientes de HIV-1/AIDS, por 

permitir uma melhora imunológica nesses indivíduos (Demarchi et al, 2012). 

Estudos recentes têm demonstrado que os antirretrovirais da classe de 

inibidores de protease (IPs) apresentam efeitos inibitórios sobre formas 

evolutivas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis, impedindo a replicação 

das formas promastigotas e a proliferação das amastigotas no interior dos 

macrófagos, bem como o desenvolvimento de lesão em camundongos 

infectados (Demarchi et al, 2012). De forma interessante, esses efeitos 

inibitórios dos IPs também já foram observados in vitro sobre as formas 

evolutivas de L. infantum, porém apenas quando essas eram isoladas de 

pacientes que não faziam uso da TARV. Em outras palavras, quando a cepa de 

L. infantum era isolada de pacientes coinfectados submetidos à TARV, nenhum 

efeito inibitório dos IPs pode ser observado sobre as formas evolutivas do 

parasito (Santos et al, 2013). 
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Apesar dessas ações da TARV sobre a diminuição da incidência de LV 

por L. infantum já terem sido bem evidenciadas, a terapia parece não ser capaz 

de prevenir as frequentes reativações, principalmente da forma visceral da 

doença (Casado et al, 2001; Alvar et al, 2008). Essa ocorrência de reativações 

da LV, mesmo na presença da TARV e carga viral indetectável, tem contribuído 

para a hipótese de que a manutenção do tratamento anti-Leishmania, através 

da profilaxia secundária, poderia ser eficaz em diminuir a média de recidivas da 

doença nesses pacientes LV/HIV-1 (Cota et al, 2011). Dessa forma, após tratar 

a fase ativa da LV com o tratamento anti-Leishmania específico, mantêm-se 

esses pacientes em vigência do tratamento em um regime profilático, a fim de 

se evitar novos episódios ativos da doença. Segundo as recomendações do 

Ministério da Saúde, a profilaxia secundária deve ser administrada quando o 

paciente LV/HIV-1 atinge contagens absolutas de linfócitos T CD4⁺ inferiores a 

350 células/mm3, sendo comumente adotado o esquema profilático com 

anfotericina B, na dose de 1 mg/Kg, a cada duas semanas. 

A presença concomitante de ambos os patógenos dentro de uma 

mesma célula hospedeira foi evidenciada antes mesmo do primeiro caso de 

coinfecção Leishmania/HIV-1 ter sido relatado. O fato desses patógenos 

infectarem as mesmas células-alvo, e desse modo, comprometerem os 

mesmos compartimentos imunes, conduziu a hipótese de que ambas infecções 

poderiam exercer efeitos sinérgicos prejudiciais sobre a resposta imune efetora 

e, consequentemente, sobre o controle de cada um dos patógenos (Alvar et al, 

2008). De fato, estudos realizados in vitro demostraram que a infecção pelo 

HIV-1 induz o aumento da replicação de L. infantum em macrófagos (Zhao et 

al, 2004; Barreto-de-Souza et al, 2006). Além disso, a infecção pelo HIV-1 

também é capaz de alterar a resposta específica de linfócitos T e a produção 

de IFN-γ frente aos antígenos de L. infantum (Da-Cruz et al, 1992, 2006), o que 

pode favorecer a disseminação do parasito para sítios atípicos de replicação 

naqueles indivíduos infectados pelo vírus (Santos-Oliveira et al, 2011; Vyas & 

Shah, 2011). 

Por outro lado, é bem descrito que a infecção por Leishmania sp, 

quando ocorrida concomitantemente à infecção pelo HIV-1, induz um aumento 

da replicação viral (Zhao et al, 2004), acelerando a progressão para a AIDS. 

Esse aumento da carga viral pode ocorrer tanto in vivo, nos indivíduos 
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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 presença de uma 

importante molécula da superfície do parasito, o lipofosfoglicano (LPG). O LPG 

aumenta a transcrição viral em células mononucleares de sangue periférico, in 

vitro, tendo como principal mecanismo a participação do fator de transcrição 

NF-ƙB (Bernier et al, 1998). Esse fator conduz ao aumento da produção de 

TNF, previamente relacionada ao aumento da expressão de HIV-1 em células 

T e monócitos (Mellors et al, 1991). Além disso, já foi descrito que a presença 

de formas amastigotas de L. infantum em coculturas de células dendríticas 

humanas e linfócitos T CD4+ autólogos é capaz de promover o aumento da 

replicação viral, provavelmente devido à secreção de fatores solúveis pelas 

células dendríticas, como IL-6 e TNF, induzidos pelo parasito (Garg et al, 

2009). 

 Em adição, tem sido observado que pacientes coinfectados pelo HIV-1 

apresentam um agravamento da depleção de linfócitos T CD4+, muito 

provavelmente em decorrência da LV (Sinha et al, 2006). Desse modo, 

pacientes LV/HIV-1 apresentam contagens absolutas de T CD4+ inferiores 

àquelas observadas em pacientes monoinfectados pelo HIV-1 (Santos-Oliveira 

et al, 2010). Esses pacientes parecem não conseguir recuperar tais contagens 

mesmo após o tratamento específico para Leishmania e sob uso da TARV por 

um período de até 12 meses (Alexandrino-de-Oliveira et al, 2010).  

A ativação imune crônica é uma das principais características da 

infecção pelo HIV-1 e pela L. infantum, mesmo na presença de uma grave 

imunossupressão. Dessa forma, em um cenário de associação LV/HIV-1, o 

grau de ativação imune aliada à intensa resposta pró-inflamatória pode não só 

se apresentar de forma potencializada, como também pode se constituir em um 

importante cofator para o prejuízo da reconstituição imunológica observado em 

pacientes coinfectados e, portanto, para as frequentes recidivas da LV. 

Um estudo anterior do nosso grupo avaliou de forma transversal uma 

casuística de pacientes LV/HIV-1 nas fases ativa e de remissão clínica da 

doença. Tais pacientes apresentaram baixas contagens de linfócitos T CD4+, 

independentemente do uso da TARV, de uma carga viral indetectável e da 

remissão clínica 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 doença (Santos-Oliveira et al, 2010).  

Mais recentemente, também de forma transversal, e independente 

desses fatores já mencionados, esse status de ativação celular se manteve 

elevado mesmo naqueles pacientes LV/HIV-1 em remissão clínica da doença, 

que apresentavam carga parasitária baixa ou indetectável, aliada ao controle 

viral (Santos-Oliveira et al, 2013). Esses resultados levantaram a hipótese de 

que a infecção por Leishmania infantum não pode ser atribuída como o único 

cofator responsável pelo estado geral de ativação imune em indivíduos 

infectados pelo HIV-1. Nesse cenário, a translocação microbiana do lúmen 

intestinal para a corrente sanguínea poderia se constituir como outro 

importante cofator para a presença de um alto grau de ativação em pacientes 

LV/HIV-1 que se encontravam em remissão clínica da LV e com um controle 

periférico das replicações viral e parasitária. De fato, altos níveis de LPS, bem 

como do seu receptor sCD14 na superfície de monócitos e macrófagos, 

também puderam ser observados nos pacientes LV/HIV-1 dessa casuística 

transversal avaliada (Santos-Oliveira et al, 2013), apontando a possibilidade da 

translocação microbiana como um mecanismo adicional para explicar as 

reativações da LV nestes pacientes. 

Os resultados acima descritos foram observados em pacientes 

acompanhados transversalmente. Acredita-se que o acompanhamento 

prospectivo de pacientes LV/HIV-1 desde a fase ativa da doença até longos 

períodos após o tratamento é indispensável para investigar se tais moléculas 

associadas à ativação poderão se constituir em parâmetros imunológicos para 

avaliação do prognóstico e grau de comprometimento imune de pacientes 

coinfectados. A influência do grau de ativação imune como possível preditor de 

evolução clínica na coinfecção já foi previamente observada em um paciente 

LV/HIV-1, avaliado clínico-laboratorialmente por longo tempo, que apresentou 

um episódio atípico de reativação cutânea da LV. Este paciente apresentou 

altos níveis de ativação celular não só durante a fase ativa da LV, como 

também no momento das recidivas da doença (Santos-Oliveira et al, 2011). 

Esse resultado apontou, mais uma vez, o envolvimento desse processo de 

ativação celular no comprometimento do controle parasitário 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 função efetora dos linfócitos T, seja de forma quantitativa ou 

qualitativa. Adicionalmente, da mesma forma que o grau de ativação pode estar 

potencializado em um cenário de associação LV/HIV-1, as consequências 

imunológicas desse processo, como o grau de imunosenescência, também 

podem ser gravemente intensificadas na coinfecção. Essa hipótese pode ser 

embasada pelo fato de cada uma das infecções cursarem, comumente, com 

um processo de exaustão crônica do sistema imune, como consequência da 

ativação imune bem caracterizada na infecção pelo HIV-1 e, mais 

recentemente, na LV. 

Por fim, os mecanismos pelos quais esse intenso grau de ativação pode 

atuar sobre os diferentes desfechos clínicos da LV (recidiva ou manutenção da 

remissão clínica) em pacientes LV/HIV-1 ainda são pouco elucidados. No 

entanto, sabe-se que a manutenção do controle parasitário depende de uma 

resposta imune direcionada e, sobretudo, funcional. Desta forma, o acúmulo de 

células terminalmente diferenciadas e o subsequente comprometimento 

imunológico decorrente do processo de imunosenescência podem se constituir 

em outro mecanismo adicional que predispõe os pacientes coinfectados pelo 

HIV-1, às recidivas da LV. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1  Objetivo Geral 

Avaliar o fenômeno de ativação celular e o seu impacto sobre o 

comprometimento imunológico, em pacientes concomitantemente infectados 

por Leishmania infantum e o vírus da imunodeficiência humana do tipo 1 (HIV-

1), bem como determinar sua influência no prognóstico pós-tratamento anti-

Leishmania dos pacientes coinfectados. 

 

2.2  Objetivos Específicos 

 

 Avaliar prospectivamente o grau de reconstituição imunológica, bem 

como parâmetros virológicos e parasitológicos dos pacientes coinfectados sob 

uso de TARV e pós-tratamento anti-Leishmania, com vistas a definir o quanto o 

comprometimento da resposta imune específica pode interferir no curso 

evolutivo da leishmaniose;  

 Analisar as características fenotípicas de linfócitos T quanto à expressão 

de moléculas relacionadas à ativação celular, no intuito de entender se este 

fenômeno pode influenciar nos episódios de reativação ou controle da 

leishmaniose visceral; 

 Avaliar se o fenômeno de imunosenescência ocorre na coinfecção 

Leishmania/HIV-1 e qual o seu impacto imunológico sobre o curso clínico do 

agravo; 

 Avaliar fatores solúveis associados ao fenômeno da translocação 

microbiana, no intuito de entender se estes podem ser utilizados como 

parâmetros laboratoriais para o prognóstico e grau de comprometimento imune 

dos pacientes acompanhados; 

 Avaliar os níveis de Imunoglobulinas da classe IgG anti-Leishmania e 

suas subclasses IgG1 e IgG3, a fim de inferir o grau de ativação dos linfócitos 

B e sua influência sobre os diferentes desfechos clínicos da leishmaniose 

visceral em pacientes LV/HIV-1; 

 Avaliar a influencia do uso da profilaxia secundária sobre o status de 

ativação imune e, consequentemente, sobre a ocorrência de recidivas da LV. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Casuística, Considerações Éticas e Aspectos Clínicos 

 

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, indivíduos sadios para ambas as 

infecções, provenientes do Rio de Janeiro, foram incluídos no estudo (n=20). 

Os pacientes e os voluntários que aceitaram participar deste estudo 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, regido de acordo 

com as normas da Resolução 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde, MS 

(ANEXO A). Este projeto está vinculado ao protocolo “Desenvolvimento de 

instrumentos clínicos e laboratoriais aplicáveis aos estudos clínico-

epidemiológicos, ao diagnóstico e ao monitoramento terapêutico da coinfecção 

Leishmania/HIV”, aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Humanos da 

FIOCRUZ (protocolo nº 290/05) e do IPEC (protocolo- 0045.0.011.009-07) 

(ANEXO B). O mesmo também foi submetido e aprovado pelos Comitês de 

Ética 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 específico preconizado pelo 

Ministério da Saúde 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 

mínimo, três semanas. A anfotericina B lipossomal (20 mg/Kg) foi reservada 

para aqueles pacientes com idade superior a 50 anos ou os que sofriam de 

falência renal, de acordo com as recomendações do Ministério da Saúde. Após 

o tratamento da LV, todos os pacientes que apresentavam contagens absolutas 

de linfócitos T CD4+ inferiores a 350 células/mm3 foram submetidos à profilaxia 

secundária com anfotericina B, quinzenalmente. 
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No que se refere ao diagnóstico da leishmaniose visceral, este foi 

confirmado em todos os pacientes pelo exame parasitológico de aspirado de 

medula óssea, através da pesquisa direta de amastigotas de Leishmania 

infantum e cultura em meio NNN. O diagnóstico inicial da infecção pelo HIV-1 

foi confirmatório quando os pacientes apresentaram os exames sorológicos 

ELISA e Western Blot positivos, conforme protocolo do Ministério da Saúde. 

Os pacientes infectados pelo HIV-1, com sintomas clínicos e 

confirmação parasitológica de LV ativa, foram incluídos no estudo apenas 

depois das considerações éticas serem aplicadas. O estudo foi de caráter 

longitudinal, sendo incluídos pacientes LV/HIV-1 que apresentavam LV ativa, 

com ou sem uso prévio de TARV. Os pacientes com LV ativa (visita 1) foram 

avaliados clínico-laboratorialmente e acompanhados no pós-tratamento anti-

Leishmania (visita 2) e a cada dois meses ao longo da fase de remissão clínica, 

até completarem 12 meses de acompanhamento, totalizando-se oito visitas 

ambulatoriais. Para as investigações imunológicas propostas neste estudo 

foram considerados os quatro principais momentos ao longo do 

acompanhamento: a fase ativa (visita 1), a fase pós-tratamento (pós-tto; visita 

2), seis meses pós-tratamento (6 mpt; visita 5) e 12 meses pós-tratamento (12 

mpt; visita 8). 

No decorrer do estudo, a suspeita dos episódios de recidivas da LV 

baseou-se na presença de um dos seguintes critérios: a) reemergência de 

episódios febris, ou b) agravamento da citopenia (redução de 50% ou mais das 

contagens de plaquetas ou leucócitos; diminuição de 2g% ou mais dos níveis 

de hemoglobina), ou c) aumento da esplenomegalia; e os episódios foram 

confirmados através de um teste parasitológico positivo (exame direto ou 

cultura) em espécime obtido pelo aspirado de medula óssea. 

Finalmente, os pacientes LV/HIV-1 foram separados em dois grupos 

distintos, conforme a evolução das suas características clínicas no que se 

refere à recidiva e não recidiva da LV. Os pacientes coinfectados não-

recidivantes (NR; n=6) foram aqueles que não apresentaram nenhum episódio 

de LV durante todo o período de acompanhamento, e que tiveram um único 

episódio 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 episódio ativo da doença, seja antes ou durante o acompanhamento 

prospectivo. 

 

3.2  Obtenção de material biológico para ensaios laboratoriais  

 

No momento da admissão no protocolo de estudo foram coletados 45 

mL de sangue periférico de cada paciente, subdivididos da seguinte forma: três 

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 mudança no curso clínico da 

infecção, isto é, quando ocorreram episódios 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 quantificação da carga viral do HIV-1. 

Já o sangue conservado em EDTA foi utilizado para a obtenção das contagens 

absolutas de linfócitos T CD4+/T CD8+. 

A partir do sangue heparinizado foram obtidas células mononucleares 

de sangue periférico (PBMCs) para criopreservação e armazenamento em 

nitrogênio líquido. Posteriormente, as células foram descongeladas e utilizadas 

para caracterização fenotípica quanto ao grau de ativação, diferenciação 

celular e imunosenescência. As células restantes dos pacientes LV/HIV-1 

encontram-se congeladas para os futuros ensaios de estimulação in vitro frente 

a estímulos antigênicos de L. infantum e do HIV-1. O plasma heparinizado, por 

sua vez, foi alíquotado e estocado a -70°C, e posteriormente, as alíquotas 

serão utilizadas nos ensaios colorimétricos e imunoenzimáticos. 

 

3.3  Monitoramento imunológico e virológico da infecção pelo HIV-1 

 

O monitoramento da infeção pelo HIV-1 é feito através das contagens 

de linfócitos T CD4+ e T CD8+ do sangue periférico e da quantificação da carga 

viral plasmática do HIV-1. Para os indivíduos LV/HIV-1, estes exames foram 

realizados no Laboratório de AIDS e Imunologia Molecular do IOC, o qual faz 
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parte da Rede Nacional de Laboratórios de CD4+/CD8+ e de Carga Viral do 

Ministério da Saúde.  

As contagens absolutas de linfócitos T CD4+ e T CD8+ foram realizadas 

a partir de 50 µL de sangue total, utilizando-se o sistema de tubos com beads 

ou bilhas de referência BD TruCount® (Becton-Dickinson – BD Franklin Lakes, 

NJ, EUA), e um painel de anticorpos monoclonais específicos para as 

moléculas de CD45+, CD3+, CD4+ e CD8+, marcados com peridina-clorofila 

(PercP), fluoresceína (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 análise (Multiset®, BD 

Biosciences). Os resultados foram expressos em número de células por 

milímetro cúbico (células/mm3). 

A quantificação do número de cópias de RNA viral foi realizada a partir 

do plasma de todos os pacientes LV/HIV-1, através da tecnologia de reação em 

cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR), utilizando-se o sistema 

RealTime HIV-1 (Abbott, Des Plaines, IL, EUA), de acordo com as 

recomendações do fabricante. O intervalo de detecção variou entre 40 a 

10.000.000 de cópias de RNA/mL de plasma. As amostras que apresentaram 

resultados abaixo de 40 cópias de RNA/mL foram identificadas como 

indetectáveis ou abaixo do limite de detecção. 

 

3.4  Quantificação da carga parasitária 

 

O DNA total do sangue periférico dos pacientes foi extraído com o kit 

QIAamp DNA Blood mini-kit (Qiagen GMbH; Hilden, Germany). Foram 

realizados dois ensaios independentes para detecção e quantificação do DNA 

de Leishmania spp. e de DNA humano no equipamento StepOnePlusTM Real-

Time PCR System (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Para a 

quantificação 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 quantificação do DNA humano foi utilizado o alvo ACTB como gene de 

referência e os primers Aco1 e Aco2 (Musso et al, 1996), que amplificam um 

segmento de 120 pb. Cada poço da reação foi preparado com 12,5 μL de 

Syber® Green PCR Master Mix 2X (Life Technologies), 0,1 μM de cada primer, 

e 3,0 μL do DNA extraído, em um volume final de 25 μL. Foi utilizado um ciclo 

universal da PCR, e a curva de dissociação foi analisada com base nos 

parâmetros do StepOnePlusTM Real-Time PCR System. Curvas padrão foram 

preparadas em cada ensaio usando quantidades conhecidas do vetor pCR-4 

TOPO (Life Technologies) contendo a sequência do gene humano (ACTB; 120 

pb) e o fragmento SSU rRNA de L. infantum (67 pb), em diluição seriada de 

1:10. Os parâmetros das curvas padrão, incluindo a eficiência da PCR, 

linearidade e coeficiente de correlação, foram obtidos pelo software de análise 

e mostraram acurácia e similaridade aos estudos previamente descritos 

(Gomes et al, 2012; Dos Santos Marques et al, 2012). A carga parasitária foi 

expressa por DNA de Leishmania (número de cópias relativas do fragmento de 

67 pb do SSU rRNA) normalizado pelo gene de referência ACTB, de acordo 

com Overbergh e colaboradores (1999). O número de cópias do alvo ACTB nas 

amostras foi dividido pelo maior valor de ACTB obtido no experimento, 

resultando em um fator de correção utilizado como normalizador. 

 

3.5  Isolamento e caracterização fenotípica das células 

mononucleares de sangue periférico   

 

As PBMCs foram isoladas por de centrifugação através de gradiente 

em Ficoll-Hypaque (Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO, EUA) e 

criopreservadas em solução 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 marcação fenotípica ex vivo 

com anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos permitiu a avaliação 

dos seguintes parâmetros imunológicos: A) subpopulações linfocitárias: CD4+ e 
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CD8+ (anticorpos anti-CD4 PerCP e anti-CD8 APC); B) ativação celular: CD38+ 

e HLA-DR+ (anticorpos anti-CD38 PE e anti-HLA-DR PercP); D) senescência 

replicativa: CD57+ e CD27- (anticorpos anti-CD57 FITC e anti-CD27 PE). Todos 

os anticorpos monoclonais utilizados na investigação destes parâmetros 

imunológicos são da BD Biosciences PharmingenTM,Califórnia, EUA. A 

aquisição das amostras foi realizada no equipamento FACSCalibur® (BD 

Biosciences), e a análise dos resultados foi conduzida com o software BD Cell 

Quest ProTM (BD Biosciences). Para cada amostra foram adquiridos 20.000 

eventos dentro da região de linfócitos totais, definida de acordo com o tamanho 

e a granularidade das células. 

As Figuras 4 e 5 apresentam, respectivamente, as sequências de 

passos envolvidos na definição das populações celulares ativadas ou em 

senescência replicativa, de uma amostra controle. A partir da região de 

linfócitos totais, previamente definida, foi determinada a população de linfócitos 

T CD3+, baseada no gráfico de dotplot de granularidade versus fluorescência. A 

avaliação dos percentuais de células que expressavam determinada molécula 

de superfície foi realizada tendo como universo as subpopulações de linfócitos 

T CD4+ ou T CD8+, ambas em função da região de linfócitos T CD3+ A 

coexpressão das moléculas HLA-DR e de CD38 foi analisada no contexto dos 

linfócitos T CD4+ e T CD8+, para a caracterização dos níveis de ativação celular, 

como pode ser observado na Figura 4. Do mesmo modo, a expressão da 

molécula CD57 e a ausência da molécula CD27 na superfície celular 

determinaram os percentuais de linfócitos T CD4+ e T CD8+ senescentes 

(Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

33 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Modelo de análise da coexpressão fenotípica dos 

marcadores de ativação celular HLA-DR e CD38. A partir da 

região delimitada de linfócitos totais (R1 – Passo A) define-se a 

população de linfócitos T CD3
+
 (R2 – Passo B), e em função 

destas, as subpopulações linfocitárias T CD4
+ 

e T CD8
+ 

(R3 – 

Passo C). Os percentuais dessas células coexpressando as 

moléculas CD38 e HLA-DR são obtidos a partir da análise dos 

dotplots (Passo D). Perfil representativo de um indivíduo saudável. 
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Figura 5: Modelo de análise da expressão fenotípica dos 

marcadores de senescência celular CD57⁺/CD27⁻. A partir da 

região delimitada de linfócitos totais (R1 - Passo A) define-se a 

população de linfócitos T CD3
+
 (R2 - Passo B), e em função destas, 

são definidas as subpopulações linfocitárias T CD4
+ 

e T CD8
+ 

(R3 - 

Passo C). Os percentuais dessas células expressando o fenótipo 

CD57
+
CD27

- 
são obtidos a partir da análise dos dotplots (Passo D). A 

monoexpressão de CD57 é avaliada a partir da análise dos 

histogramas em função de cada subpopulação T (Passo E). Perfil 

representativo de um indivíduo saudável.  

R3 

R2 

R3 

Passo D 

Passo E 

Passo A 

Passo B 

Passo C 
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3.6  Quantificação dos fatores solúveis associados à translocação 

de produtos microbianos 

 

  Lipopolissacarídeo (LPS) 

 

As amostras de plasma estocadas a -70°C foram descongeladas e 

diluídas em água livre de endotoxina, e os níveis de LPS foram quantificados 

usando o kit de ensaio comercial Limulus amebocyte lysate QCL-1000 

(Cambrex, Milan, Italy), de acordo com as recomendações do fabricante. Este 

consiste em um ensaio cromogênico quantitativo para a detecção de 

endotoxinas provenientes de bactérias Gram-negativas. A leitura final da 

reação foi determinada por espectrofotometria em um comprimento de onda de 

405 nm.  Os resultados foram expressos em picogramas por mililitro (pg/mL), e 

o nível de sensibilidade foi 10 pg/mL. 

 

  CD14 solúvel (sCD14) 

 

Os níveis 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 recomendações do 

fabricante. A cor desenvolvida em cada poço foi proporcional à quantidade de 

sCD14 presente em cada amostra. A densidade óptica foi determinada pelo 

equipamento Microplatereader Benchmark (Bio-RadLaboratories, Hercules, CA, 

EUA) à 450nm. Os resultados foram expressos em nanogramas por mililitro 

(ng/mL), e o limite mínimo de detecção foi 125 ng/mL. 

 

3.7  Dosagem sérica de Imunoglobulinas G (IgG) e subclasses IgG1 

e IgG3 anti-Leishmania 

 

Os níveis de IgG anti-Leishmania e suas subclasses foram dosados 

através de ensaio imunoenzimático (ELISA) conforme previamente descrito por 

Fagundes-Silva e colaboradores (2012). Em suma, antígenos solúveis de 

promastigotas de L. (L.) infantum (MHOM⁄BR⁄1974⁄PP75), em uma 
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concentração de 40 µg/mL, foram utilizados para realização do coating ou 

cobertura da microplaca de poliestireno de fundo plano (Nuncimmuno Plate, 

Roskilde, Denmark), e incubados a 4°C em câmara úmida de modo overnight 

pelo período de 20 horas. Após lavagens seguidas pelo bloqueio da placa com 

o tampão contendo PBS + 0,05% de Tween 20 e 10% de soro fetal bovino 

(SFB), o soro diluído (1:50) dos pacientes LV/HIV-1 foram adicionados à placa 

e submetidos à incubação em temperatura ambiente. Após seis lavagens, 

anticorpos monoclonais anti-IgG (Invitrogen, San Francisco, CA, EUA), anti-

IgG1 e anti-IgG3 humanas (ZymedLaboratories Inc., San Francisco, CA, EUA), 

conjugados à peroxidase, foram adicionados nas diluições de 1:1000, 1:200 e 

1:400, respectivamente, e a placa contendo o complexo antígeno – amostra – 

anticorpo foi novamente incubada a temperatura ambiente. Depois de novas 

lavagens, a reação enzimática foi revelada e uma solução foi utilizada para 

interromper a reação. A absorbância foi detectada através do equipamento 

Microplatereader Benchmark (Bio-RadLaboratories, Hercules, CA, EUA) à 492 

nm e os resultados foram expressos como índice de ELISA (IE), o qual se 

baseia na divisão da média da densidade óptica (DO) das duplicatas das 

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

 

3.8  Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas através do software 

GraphPadPrism (version5.0, San Diego, CA, USA). As comparações entre os 

dois grupos de pacientes coinfectados (recidivantes e não-recidivantes) foram 

realizadas através de testes não-paramétricos, Mann Whitney. Testes não-

paramétricos foram realizados usando o teste de Wilcoxon, quando os mesmos 

indivíduos foram comparados nas diferentes visitas. Quando três ou mais 

visitas foram comparadas simultaneamente, foi utilizado o teste ANOVA 

(Kruskal-Wallis test) e o pós-teste de Dunns. Foram consideradas diferenças 

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

 

4.1 Características clínicas, demográficas e curso evolutivo dos 

pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 

(LV/HIV-1) 

 

Todos os casos de associação LV/HIV-1 foram admitidos no estudo 

quando apresentavam a LV ativa (seja abertura de caso, primeiro episódio ou 

recidiva da doença), correspondendo a um total de 18 pacientes coinfectados. 

Estes foram acompanhados durante 12 meses, totalizando oito visitas 

ambulatoriais. As características demográficas e a evolução clínica dos 18 

pacientes LV/HIV-1 estão 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 exposição ao HIV-

1. A maioria dos pacientes LV/HIV-1 alegou ter comportamentos de risco para 

a transmissão do vírus, seja pela via sexual e/ou através do uso de drogas 

injetáveis. Durante o acompanhamento ocorreram dois óbitos (15,4%) devido a 

complicações decorrentes das frequentes reativações. 

Todos os pacientes LV/HIV-1 estavam submetidos à TARV. O esquema 

de terapia utilizado consistiu em dois inibidores de transcriptase reversa 

análogos de nucleosídeos, associados a um inibidor de protease, ou a um 

inibidor da transcriptase reversa não análogo de nucleosídeo, seguindo as 

diretrizes terapêuticas do Ministério da Saúde.  

No que se refere à leishmaniose visceral, nove dentre os 18 pacientes 

avaliados já haviam apresentado episódios prévios da doença, ou seja, já 

haviam apresentado sintomas de LV em algum momento anterior à admissão 

no estudo. Outros três pacientes reativaram a LV ao longo do 

acompanhamento e por isso, estes casos constituíram o grupo dos recidivantes 

(R, n=12). Os seis pacientes restantes apresentaram abertura de caso da 

doença, constituindo o grupo de não-recidivantes, ou seja, que apresentaram 

um único episódio da doença ao longo da vida. 
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Em relação aos fatores relacionados às recidivas da LV, como já 

mencionado, os pacientes LV/HIV-1 foram agrupados de acordo com o número 

de episódios de LV ao longo da vida: aqueles que tiveram LV uma única vez 

(não recidivantes: NR=6), e aqueles que apresentaram mais de um episódio 

ativo da doença (recidivantes: R=12). Neste contexto, os pacientes recidivantes 

foram aqueles que apresentaram uma menor taxa de normalização dos 

parâmetros laboratoriais ao longo do acompanhamento, maior dificuldade na 

depuração da Leishmania após o tratamento, além de menores contagens de 

linfócitos T CD4+ mesmo após 12 meses de tratamento, conforme descrito a 

seguir. No entanto, a razão entre linfócitos 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: Evolução clínica e características demográficas dos 18 pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 

(LV/HIV-1). 
 

Identificação   
do paciente 

Idade, 
sexo 

Tempo em 
meses 

desde o 
diagnóstico 
da infecção 
pelo HIV-1 

Uso da 
TARV 

antes do 
primeiro 
episódio 

de LV 

Tempo em 
meses entre o 
diagnóstico 
da infecção 
pelo HIV-1 e 

da LV  

Tempo em 
meses 

desde o 
primeiro 

episódio de 
LV  

Episódios 
prévios de 

LV 
(números) 

Tratamento anti-

Leishmania 
Profilaxia secundária anti-Leishmania 

Tempo total 
em meses 

de 
acompanha
mento no 

estudo 

Evolução clínica 
quanto a 

ocorrência de 
recidivas 

GBS 
(HLV01) 

53 anos, 
masculino 

4 Não 4 NA Não 
Anfotericina B deoxicolato 

por 20 dias 

Anfotericina B deoxicolato / 
quinzenalmente por 2 meses (até 
recuperação das células T CD4) 

12  
Sem recidivas da 

LV 

WLA 
(HLV03) 

38 anos, 
masculino 

179 Sim 179 NA Não 

Anfotericina B deoxicolato 
por 3 dias, substituída por 
lipossomal 20 mg/kg dose 

total 

Paciente abandonou acompanhamento e 
não recebeu profilaxia 

6*  

Recidiva da LV 
aos 6 meses pós-
tratamento (mpt) 

e óbito 

JRO 
(HLV05) 

25 anos, 
feminino 

78 Não 49 29 Sim (1) 
Anfotericina lipossomal 20 

mg/kg dose total 
Uso irregular da profilaxia 12  

Sem recidivas da 
LV 

MF 
(HLV06) 

51 anos, 
masculino 

4 Não 4 NA Não 
Anfotericina B deoxicolato 

por 20 dias 

Anfotericina B deoxicolato / 
quinzenalmente por 20 meses (suspendida 

quando contagem de células T CD4 
estabilizou em cerca de 200 cls/mm3) 

12  
Sem recidivas da 

LV 

APS 
(HLV07) 

33 anos, 
feminino 

20 Sim 20 NA Não 
Anfotericina B deoxicolato 

por 20 dias 

Anfotericina B deoxicolato / 
quinzenalmente por 12 meses (suspendida 

quando contagem de células T CD4 
estabilizou em cerca de 250 cls/mm3) 

12  
Sem recidivas da 

LV 

RAS 
(HLV09) 

39 anos, 
masculino 

41 Sim 21 19 Sim (1) 
Anfotericina lipossomal 20 

mg/kg dose total 
Anfotericina liposomal / quinzenalmente 

sob regime regular 
12  

Recidiva da LV 
aos 4 e 12 mpt 

LPO 
(HLV010) 

35 anos, 
masculino 

27 Sim 17 9 Sim (1) 
Anfotericina lipossomal 20 

mg/kg dose total 

Anfotericina B deoxicolato / 
quinzenalmente por 7 meses (até 
recuperação das células T CD4) 

 
12  

Sem recidivas da 
LV 

CMS 
(HLV012) 

40 anos, 
masculino 

134 Não 52 82 Sim (4) 
Anfotericina lipossomal 20 

mg/kg dose total 
Anfotericina liposomal / quinzenalmente 

sob regime regular 
6*  

Recidiva da LV 
aos 6 mpt 

CMRR 
(HLV013) 

37 anos, 
feminino 

5 Não 5 NA Não 

Anfotericina B deoxicolato 
por 5 dias, substituída por 
lipossomal 20 mg/kg dose 

total 

Anfotericina B deoxicolato 
/quinzenalmente por 10 meses 

(suspendida quando contagem de células 
T CD4 estabilizou em cerca de 200 

cls/mm3) 

12  
Sem recidivas da 

LV 

PJS 
(HLV016) 

 

41 anos, 
masculino 

31 Sim 31 NA Não 
Anfotericina B deoxicolato 

por 20 dias 

Anfotericina B deoxicolato / 
quinzenalmente por 4 meses (até 
recuperação das células T CD4) 

12  
Sem recidivas da 

LV 
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WMC 
(HLV017) 

38 anos, 
masculino 

14 Sim 14 NA Não 
Anfotericina B deoxicolato 

por 20 dias 

Anfotericina B deoxicolato / 
quinzenalmente por 18 meses (até 

recuperação das células T CD4), porém 
com uso irregular 

12  
Recidiva da LV 

aos 4, 6 e 12 mpt 

PRP 
(HLV019) 

45 anos, 
masculino 

69 Sim 69 NA Não 
Anfotericina B deoxicolato 

por  20 dias 

Anfotericina B deoxicolato / 
quinzenalmente por 13 meses (até 

recuperação das células T CD4), porém 
com uso irregular 

12 
Recidiva da LV 

aos 8 mpt 

JTS 
(HLV021) 

45 anos, 
masculino 

139 Sim 113 25 
Sim (4) 

 
Anfotericina lipossomal 20 

mg/kg dose total 
Uso irregular da profilaxia (anfotericina B 

deoxicolato / quinzenalmente) 
12 

Recidiva da LV 
aos 2, 8 e 12 mpt 

VPGS 
(HLV022) 

21 anos, 
masculino 

25 Não 1 24 Sim (1) 
Anfotericina lipossomal 20 

mg/kg dose total 

Anfotericina B deoxicolato / 
quinzenalmente por 13 meses (até 

recuperação das células T CD4) 
12  

Recidiva da LV 
aos 6 mpt 

AMP 
(HLV023) 

39 anos, 
masculino 

239 Sim 117 121 Sim (7) 
Anfotericina lipossomal 20 

mg/kg dose total 
Anfotericina liposomal / semanalmente 

sob regime regular 
12  

Recidiva da LV 
aos 6 e 12 mpt 

AMGN 
(HLV024) 

37 anos, 
feminino 

155 Sim 107 47 Sim (1) 
Anfotericina B deoxicolato 

por  20 dias 

Anfotericina B deoxicolato / 
quinzenalmente por 4 meses, porém com 

uso irregular 
4**  

Sem recidivas da 
LV durante o 
seguimento 

DCLS 
(HLV025) 

30 anos, 
masculino 

2 Não 2 NA Não 
Anfotericina B deoxicolato 

por  25 dias 

Anfotericina B deoxicolato / 
quinzenalmente por 13 meses (até 

recuperação das células T CD4) 
12  

Sem recidivas da 
LV 

ACL 
(HLV026) 

52 anos, 
masculino 

128 Não 0 128 Sim (2) 
Anfotericina lipossomal 20 

mg/kg dose total 

Anfotericina B deoxicolato / 
quinzenalmente por 8 meses (até 
recuperação das células T CD4) 

12  
Sem recidivas da 

LV 

* casos de óbito; ** caso de abandono do acompanhamento; NA (Não se aplica); LV (leishmaniose visceral); mpt (meses pós-tratamento). 
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4.2 Avaliação do grau de comprometimento imunológico dos pacientes 

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

 

O nível de reconstituição imunológica apresentado pelos pacientes LV/HIV-1 foi 

avaliado através das contagens absolutas de linfócitos 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 pós-tratamento anti-

Leishmania, no sexto e no décimo segundo meses seguintes.  De modo geral, 

verificou-se que independente da fase clínica avaliada, ou seja, ativa ou pós-

tratamento, os pacientes coinfectados LV/HIV-1 apresentaram, em sua maioria, 

contagens absolutas de linfócitos T CD4+ inferiores a 350 linfócitos/mm3, limite 

preconizado para o estabelecimento da profilaxia secundária (ativo - mediana: 98,5 

células/mm3 [IQR: 63,25 a 158,8 céls/mm3] e pós-tratamento - mediana: 147 

células/mm3 [IQR: 96 a 254 céls/mm3]). Além disso, as medianas obtidas durante todas 

as fases do acompanhamento foram bem inferiores àquela apresentada por pacientes 

monoinfectados pelo HIV-1 sem LV (mediana: 377 células/mm3 [IQR: 222,5 a 450,5 

céls/mm3]), e como já esperado, pelos controles sadios (mediana: 944 células/mm3 

[IQR: 820,3 a 1081 céls/mm3]). Apesar disso, um aumento significativo no número de 

células T CD4+ foi observado para os períodos de seis e 12 meses pós-tratamento (6 

mpt - mediana: 174 células/mm3 [IQR: 120 a 299,5 céls/mm3] e 12 mpt - mediana: 228 

células/mm3 [IQR: 79 a 311,3 céls/mm3]) em comparação à fase ativa da doença 

(*p<0,05). Ao longo do período de acompanhamento, cinco pacientes conseguiram 

obter um ganho importante de células, apresentando valores de linfócitos T CD4+ 

superiores a 350 linfócitos/mm3, os quais foram sustentados ou não (Figura 6). 
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Figura 6: Distribuição das contagens absolutas de linfócitos 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

3
, preconizado para o 

estabelecimento da profilaxia secundária. A linha pontilhada vermelha representa o 
valor de mediana apresentado por indivíduos infectados apenas pelo HIV-1 
(mediana: 377 células/mm

3
). Cada símbolo representa um paciente e cada cor 

representa o mesmo paciente nos diferentes períodos do acompanhamento. As 
barras horizontais representam os valores de medianas. Seis meses pós-tratamento 
(6 mpt); 12 meses pós-tratamento (12 mpt). O asterisco denota diferenças 
estatisticamente significantes entre as fases do acompanhamento. *p<0,05.  

 

Quando todos os pacientes foram observados prospectiva e simultaneamente 

(Figura 6), já foi possível verificar um padrão de distribuição das contagens absolutas 

de células T CD4+ que difere entre os pacientes avaliados, sobretudo nos períodos 

posteriores ao tratamento. Tal fato se confirmou quando os pacientes LV/HIV-1 foram 

separados em recidivantes (R) e não recidivantes (NR)  

Nas fases iniciais do acompanhamento, ou seja, na fase ativa e de pós-

tratamento de LV, ambos os grupos NR e R apresentaram valores similares das 

contagens absolutas de linfócitos T CD4+ (mediana NR – ativa: 86,5 células/mm3 [IQR: 

66,25 a 120,5 céls/mm3] e pós-tratamento: 147 células/mm3 [IQR: 87,25 a 263,8 

céls/mm3]); (mediana R – ativa: 116 células/mm3 [IQR: 51,75 a 185 céls/mm3] e pós-

tratamento: 158 células/mm3 [IQR: 96 a 255,5 céls/mm3]). Entretanto, nos períodos de 

seis e 12 meses pós-tratamento, os pacientes NR mostraram um aumento significativo 

de células T CD4+ (mediana – 6 mpt: 297 células/mm3 [IQR: 216,8 a 478,5 céls/mm3] e 
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12 mpt: 350 células/mm3 [IQR: 284,5 a 659,5 céls/mm3]) em comparação aos pacientes 

R que, por sua vez, mantiveram valores similares à fase ativa da doença (mediana – 6 

mpt: 132 células/mm3 [IQR: 76 a 226 céls/mm3] e 12 mpt: 126 células/mm3 [IQR: 39,25 

a 232,3 céls/mm3]). 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 linfócitos T CD4
+
 apresentadas 

pelos pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-
1), que apresentaram um único episódio ativo da LV (NR) ou com frequentes 
recidivas da doença (R). NR representa pacientes não recidivantes da LV, 
enquanto R se refere aos pacientes recidivantes da doença. A linha pontilhada 
preta representa o limite de 350 células/mm

3
, preconizado para o 

estabelecimento da profilaxia secundária. A linha pontilhada vermelha representa 
o valor de mediana apresentado por indivíduos infectados apenas pelo HIV-1 
(mediana: 377 células/mm

3
). Cada símbolo representa um paciente e cada cor 

representa o mesmo paciente nos diferentes períodos do acompanhamento. As 
barras horizontais representam os valores de medianas. Seis meses pós-
tratamento (6 mpt); 12 meses pós-tratamento (12 mpt). O asterisco denota 
diferenças estatisticamente significantes entre os dois grupos (NR e R) ou entre 
os diferentes períodos avaliados. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005. 
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4.3 Avaliação dos parâmetros virológicos e parasitológicos dos pacientes 

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

 

No momento da admissão no estudo, ou seja, na fase ativa da leishmaniose 

visceral, 13 dos 18 pacientes LV/HIV-1 já apresentaram carga viral baixa ou 

indetectável, devido ao uso da TARV. Esse controle da replicação viral foi seguido 

durante todo o acompanhamento, de modo que a maioria dos pacientes LV/HIV-1 

avaliados seguiram nas fases de pós-tratamento com níveis baixos ou mesmo 

indetectáveis de cópias de RNA viral/mL, como pode ser observado na Tabela 2. 

Como já esperado, o controle da carga parasitária foi obtido para a maioria dos 

pacientes coinfectados logo após o tratamento anti-Leishmania, de modo que 10 

pacientes apresentaram uma carga parasitária indetectável, enquanto cinco mostraram 

níveis relativamente baixos desse parâmetro (abaixo de 1500 cópias). No entanto, e de 

forma interessante, apenas pacientes recidivantes mantiveram níveis detectáveis de 

cópias do DNA de Leishmania (/mL), ao longo do período de acompanhamento, após o 

tratamento da LV (Tabela 2). 

Apesar disto, nenhuma correlação pôde ser observada entre os níveis de cargas 

viral e parasitária e as contagens de células T CD4+ (dados não apresentados). De 

forma preliminar, estes resultados apontaram que tais parâmetros pareciam ser 

independentes da baixa reconstituição imunológica apresentada pelos pacientes 

LV/HIV-1 e, portanto, outros fatores, como os níveis de ativação, poderiam estar 

envolvidos nesse processo. 
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Tabela 2: Número de cópias por mL de RNA viral e kDNA de Leishmania (L.) infantum apresentado por pacientes com 

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

   HLV (Identificação do paciente – HIV-1/leishmaniose visceral); mpt (meses pós-tratamento).

 

 

Fase ativa Pós-tratamento 6 mpt 12 mpt 

 
Carga Viral (RNA 

copies/mL) 
Carga Parasitária 
(kDNA copies/mL) 

Carga Viral (RNA 
copies/mL) 

Carga Parasitária 
(kDNA copies/mL) 

Carga Viral (RNA 
copies/mL) 

Carga Parasitária 
(kDNA copies/mL) 

Carga Viral (RNA 
copies/mL) 

Carga Parasitária 
(kDNA copies/mL) 

HLV01 

NÃO-
RECIDIVANTE 

20272 38171 571 Indetectável Indetectável Indetectável Indetectável 1.3 

HLV06 55 206162 Indetectável Indetectável Indetectável Indetectável Indetectável Indetectável 

HLV07 Indetectável 159550 Indetectável Indetectável Indetectável Indetectável Indetectável Indetectável 

HLV013 153316 Indetectável 1118 Indetectável Indetectável Indetectável 60 (10 mpt) Indetectável 

HLV016 Indetectável 78 Indetectável Indetectável Indetectável Indetectável Indetectável Indetectável 

HLV025 51 506308 Indetectável Indetectável Indetectável Indetectável 1061258 Indetectável 

HLV03 

RECIDIVANTE 

Indetectável 46989 Indetectável Indetectável Abandono de seguimento 

HLV05 1146 37271 181 Indetectável 394230 Indetectável 157833 Indetectável 

HLV09 Indetectável 41.1 Indetectável 12718 Indetectável 0.8 Indetectável 1334 

HLV010 Indetectável 3147 -- 1467 Indetectável Indetectável -- Indetectável 

HLV012 405 0.2 194 3024000 23004 5400 Óbito 

HLV017 Indetectável 115454 Indetectável 430 Indetectável 2663 Indetectável -- 

HLV019 Indetectável 40177 Indetectável Indetectável Indetectável Indetectável -- 23.5 

HLV021 56543 813 4897 622 86899 3262 178326 Indetectável 

HLV022 Indetectável 38281 60 220 -- 7909 82 54 

HLV023 47 25118 Indetectável 6369 339 2030 -- 1.1 

HLV024 135957 81656 68075 Indetectável -- 24705 190839 4442 

HLV026 250310 15701 7311 116 133219 Indetectável -- Indetectável 
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4.4  Avaliação do grau de ativação 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 análise multivariada apontou que a 

“doença leishmaniose”, mas não a carga parasitária, e a translocação de 

produtos microbianos do lúmen intestinal para corrente sanguínea atuam como 

os principais fatores de risco associados ao status de ativação (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 linfócitos 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, 

os níveis de ativação celular foram mais elevados na subpopulação de 

linfócitos T CD8+ (Figura 8B). No que se refere aos grupos NR e R, ambos 

apresentaram um grau de ativação de células T similarmente elevado nas 

fases iniciais do acompanhamento prospectivo, entre as duas subpopulações T 

avaliadas, como apresentado nas Figuras 8A e 8B (mediana da fase ativa NR – 

CD4 e CD8, respectivamente: 7,5 e 18% [IQR: 5,3 a 11,6 e 14 a 27,9], 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 pós-tratamento, os pacientes NR mostraram uma 

tendência à diminuição dos níveis de ativação em ambas subpopulações 

linfocitárias. Tais níveis foram significativamente menores nesses pacientes no 

período de 12 meses pós-tratamento (mediana – CD4 e CD8, respectivamente: 

2,62 e 5,87% [IQR: 2,31 a 3,175 e 4,67 a 7,35]) quando comparados aos 

percentuais apresentados pelos pacientes R (mediana – CD4 e CD8, 

respectivamente: 11,4 e 17,02% [IQR: 5,72 a 16,14 e 12,55 a 29,46]). Estes 

últimos, por sua vez, mantiveram valores tão elevados quanto aos 

apresentados na fase ativa da LV (Figura 8A e 8B). Além disso, a tendência à 

normalização do status de ativação dos pacientes NR se confirma quando são 

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

ativa da doença (Figura 8A e 8B). 
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Figura 8: Percentuais de coexpressão dos marcadores de ativação 
celular CD38 e HLA-DR nos linfócitos T CD4

+
 (A) e CD8

+
 (B), em 

pacientes LV/HIV-1, nas diferentes fases do estudo. NR representa 
pacientes não recidivantes da LV, enquanto R se refere aos pacientes 
recidivantes da doença. A linha pontilhada vermelha representa o valor de 
mediana da coexpressão CD38

+
HLA-DR

+
 observado em indivíduos sadios 

(medianas para linfócitos T CD4
+
 e CD8

+
: 0,41%). Cada símbolo 

representa um paciente e cada cor representa o mesmo paciente nos 
diferentes períodos do acompanhamento. As barras horizontais 
representam os valores de medianas. Seis meses pós-tratamento (6 mpt); 
12 meses pós-tratamento (12 mpt). O asterisco denota diferenças 
estatisticamente significantes entre os dois grupos ou entre os diferentes 
períodos avaliados. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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Estas observações apontam para uma possível participação da ativação 

celular no processo patogênico das recidivas de LV nos pacientes coinfectados 

pelo HIV-1. 

   

4.5  Avaliação do status inflamatório e ativado do sistema imune, 

através dos níveis de translocação microbiana em pacientes com 

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

 

Similar ao que foi observado para o grau de coexpressão das moléculas 

de CD38 e HLA-DR, associadas à ativação de linfócitos T, os pacientes 

LV/HIV-1 recidivantes mantiveram níveis plasmáticos elevados de CD14 

solúvel (sCD14), receptor para lipopolissacarídio (LPS) na superfície de 

monócitos e macrófagos, mesmo nos períodos posteriores ao tratamento anti-

Leishmania. Os pacientes LV/HIV-1 não recidivantes, por sua vez, diminuíram 

significativamente esses valores uma vez finalizado o tratamento anti-

Leishmania (mediana: 3916 ng/mL [IQR: 3166 a 5281]) em comparação aos 

pacientes R (mediana: 5381 ng/mL [IQR: 4863 a 6744]), mantendo essa 

diferença 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 pós-tratamento (mediana NR e R, respectivamente: 3466 e 5769 ng/mL 

[IQR: 2514 a 4934 e 4241 a 7036]). Adicionalmente, essa diminuição 

significativa dos níveis de sCD14 apresentada pelos pacientes NR foi 

confirmada quando os valores observados no período de 12 mpt foram 

confrontados àqueles observados na fase ativa da doença (Figura 9). 
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Figura 9: Níveis de CD14 solúvel (sCD14) no plasma de pacientes 
com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1), nas 
diferentes fases do estudo. NR representa pacientes não 
recidivantes da LV, enquanto R se refere aos pacientes recidivantes da 
doença. A linha pontilhada vermelha representa o valor de mediana 
apresentado por indivíduos sadios (mediana: 699 ng/mL). Cada 
símbolo representa um paciente e cada cor representa o mesmo 
paciente nos diferentes períodos do acompanhamento. As barras 
horizontais representam os valores de medianas. Seis meses pós-
tratamento (6 mpt); 12 meses pós-tratamento (12 mpt). O asterisco 
denota diferenças 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 observações, uma análise dos níveis plasmáticos de 

sCD14 frente aos níveis plasmáticos de LPS foi conduzida. Conforme 

esperado, uma correlação positiva foi observada entre os níveis de sCD14 e os 

níveis de LPS apresentados pelos pacientes LV/HIV-1 (p<0,001; r = 0,42) 

(Figura 10A). Este resultado aponta que, de fato, o LPS está biologicamente 

ativo nesses pacientes. Além disso, uma correlação significativamente negativa 

foi encontrada entre os níveis de sCD14 e as contagens absolutas de linfócitos 

T CD4+ apresentadas pelos pacientes LV/HIV-1 (p<0,0001; r = -0,5) (Figura 

10B). Tal fato parece sugerir uma importante associação entre uma ativação 

acentuada de componentes da imunidade inata e o prejuízo na reconstituição 

imunológica apresentada por esses pacientes, uma vez que a secreção de 

sCD14 é dependente da ativação de monócitos/macrófagos pelo LPS. Este 

achado está em acordo com o que foi observado para o grau de ativação da 

imunidade adquirida, visto através dos percentuais de linfócitos T 

coexpressando as moléculas CD38 e HLA-DR, uma vez que esses também se 

correlacionaram negativamente com as contagens absolutas de linfócitos T 

CD4+ apresentadas pelos pacientes LV/HIV-1 acompanhados neste estudo 

(dados não apresentados). 
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Figura 10: Relação entre fatores plasmáticos associados à 
translocação microbiana e o status imune apresentado por 
pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-
1 (LV/HIV-1). A) Correlação entre os níveis plasmáticos de 
CD14 solúvel e os de lipolissacarídeos (LPS) durante todas as 
fases do acompanhamento prospectivo (Spearman correlation, 
p<0.001; r = 0.42). B) Correlação entre os níveis de sCD14 e as 
contagens absolutas de linfócitos T CD4

+
 ao longo do 

seguimento (Spearman correlation, p<0.0005; r = -0.5). Cada 
símbolo representa um paciente e as cores se referem às 
diferentes fases do acompanhamento prospectivo. 6 meses pós-
tratamento (6 mpt); 12 meses pós-tratamento (12 mpt). 

A 
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4.6 Avaliação dos níveis de imunoglobulinas (Igs) da classe IgG e 

das subclasses IgG1 e IgG3 nos pacientes com leishmaniose 

visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV-1) ao longo do 

acompanhamento prospectivo 

 

Em adição à avaliação do status de ativação das células T e da 

imunidade inata (ativação de macrófagos pela dosagem de sCD14), o grau de 

ativação de linfócitos B foi inferido através das dosagens séricas de 

imunoglobulina G (IgG) e suas subclasses (IgG1 e IgG3) anti-Leishmania. Os 

resultados foram expressos como índice de ELISA (IE). Ambos os grupos NR e 

R apresentaram medianas para os níveis de IgG total, IgG1 e IgG3 anti-

Leishmania sempre consideravelmente mais elevadas do que aquelas 

apresentadas por indivíduos sadios, nos três subtipos de Igs avaliados 

(mediana IgG total, IgG1 e IgG3, 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 

níveis mais elevados de IgG e IgG1 comparados aos pacientes LV/HIV-1 não 

recidivantes (NR), ao longo de todo o acompanhamento prospectivo, embora 

essa diferença não tenha sido estatisticamente significante (Figura 11A e 11B). 

Por outro lado, de modo semelhante ao observado para a ativação de linfócitos 

T, ambos os grupos apresentaram níveis 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]; pós-tratamento 

– mediana NR e R, respectivamente: 1,72 e 1,62 IE [IQR: 0,93 a 2,60 e 1,04 a 

3,15]). Porém, aos seis (mediana NR e R, respectivamente: 0,51 e 1,22 IE 

[IQR: 0,25 a 0,84 e 0,82 a 2,21]) e 12 meses pós-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 diminuição significativa desses valores entre os pacientes NR quando 

comparados aos pacientes R. Estes últimos mantiveram níveis de IgG3 anti-

Leishmania similares aos observados na fase ativa da doença. Tal resultado 

aponta uma possível relação entre a redução dos níveis de IgG3 e a 

manutenção da LV em remissão clínica. 
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Além disso, essa diminuição significativa se confirma quando se 

compara os níveis de IgG3 apresentados pelos pacientes NR na fase ativa com 

aqueles mostrados nos períodos de seis e 12 meses pós-tratamento (Figura 

11C). 
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Figura 11: Níveis de Imunoglobulina G (IgG) (A) e suas 
subclasses IgG1 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 não recidivantes da LV, enquanto R se refere aos pacientes 
recidivantes da doença. A linha pontilhada vermelha representa o 
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valor de mediana apresentado por indivíduos sadios. Cada símbolo 
representa um paciente e cada cor representa o mesmo paciente nos 
diferentes períodos do acompanhamento. As barras horizontais 
representam os valores de medianas. Seis meses pós-tratamento (6 
mpt); 12 meses pós-tratamento (12 mpt). O asterisco denota 
diferenças estatisticamente significantes entre os dois grupos 
avaliados ou entre os diferentes períodos do acompanhamento. 
*p<0,05; **p<0,01. 

 

 

4.7 Avaliação prospectiva do grau de imunosenescência de 

linfócitos T em pacientes com leishmaniose visceral coinfectados 

pelo HIV-1 (LV/HIV-1) 

 

Considerando que a intensa ativação celular leva a um status de 

exaustão crônica do sistema imune, e que esse fenômeno pode contribuir para 

o prejuízo da resposta imune efetora e, consequentemente, para as frequentes 

recidivas da LV em pacientes infectados pelo HIV-1, foi realizada a análise do 

grau de imunosenescência de células T nos pacientes LV/HIV-1 ao longo do 

acompanhamento prospectivo, identificada pelo fenótipo CD57+CD27-. 

Durante todas as fases do acompanhamento, as medianas de células T 

CD4+ e CD8+ senescentes apresentadas pelos pacientes LV/HIV-1 foram 

significativamente superiores àquelas observadas para os indivíduos 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 linfócitos T 

CD4+ e T CD8+ senescentes foram elevados, sobretudo no período de 12 

meses pós-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 período, foi 

observado um aumento significativo nos percentuais de células T CD8+ 

senescentes quando comparados à fase ativa da LV (mediana: 33,6 % [IQR: 

20,6 a 43,8]) (Figura 12B). Adicionalmente, como já é esperado quando se trata 

da análise da senescência celular em tais subpopulações, os percentuais de 

linfócitos T CD8+ (Figura 12B) apresentando o fenótipo CD57+CD27- foram 

mais elevados quando comparados aos percentuais nos linfócitos T CD4+ 

(Figura 12A). 

Finalmente, apesar do grau de senescência imune em ambas as 

subpopulações de células T ter sido consideravelmente elevado, nenhuma 
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diferença significativa pôde ser observada neste parâmetro quando se 

comparou os percentuais de linfócitos T senescentes apresentados pelos 

pacientes recidivantes (R) ou não (NR) da doença (dados não mostrados). 
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Figura 12: Percentuais de expressão do fenótipo CD57
+
CD27

-
 em 

linfócitos 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 indivíduos 
sadios (mediana CD4 e CD8, respectivamente: 1,9 e 4,3 %). Cada 
símbolo representa um paciente e cada cor representa o mesmo 
paciente nos diferentes períodos do acompanhamento. As barras 
horizontais representam os valores de medianas. Seis meses pós-
tratamento (6 mpt); 12 meses pós-tratamento (12 mpt). O asterisco 
denota diferenças estatisticamente significantes entre os dois períodos 
avaliados. *p<0,05. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Com o objetivo de avaliar o impacto da ativação celular sobre o processo 

de reconstituição imunológica em pacientes com leishmaniose visceral 

coinfectados pelo HIV-1, acompanhados prospectivamente, bem como 

determinar a influência dessa reconstituição no prognóstico pós-tratamento 

anti-Leishmania, este estudo identificou um padrão imunológico que diferiu os 

indivíduos LV/HIV-1 que apresentaram um único episódio de LV ao longo da 

vida (não-recidivantes) daqueles que experimentaram mais de um episódio 

ativo da doença (recidivantes). Nesse trabalho, ambos os grupos encontravam-

se submetidos à profilaxia secundária com anfotericina B e foram 

acompanhados de forma prospectiva ao longo de 12 meses. Diferente de 

outros estudos que avaliaram tais parâmetros imunológicos relacionados à 

associação LV/HIV-1 (Casado et al, 2015), esse modelo de acompanhamento 

nos permitiu avaliar não só a história prévia de LV em pacientes coinfectados, 

como também o estado atual do paciente a cada visita ambulatorial.  

Especificamente, na casuística estudada, os pacientes LV/HIV-1 

recidivantes mantiveram uma ativação crônica do sistema imune durante todo o 

acompanhamento, seguido de uma baixa reconstituição imunológica e de uma 

ocorrência acentuada de translocação microbiana para a corrente sanguínea, 

sugerindo o envolvimento desses fatores na perda da manutenção da remissão 

clínica da LV. Essa hipótese pôde ser reforçada pelo fato desse padrão 

imunológico apresentado, aparentemente, não estar relacionado à ausência de 

controle da replicação viral ou replicação parasitária, uma vez que essas foram 

baixas ou indetectáveis para a maioria dos pacientes LV/HIV-1, inclusive para 

os recidivantes, ao longo de todo o acompanhamento. 

Apesar da reconstituição imune decorrente da supressão viral, obtida 

com o uso da TARV, ser bem descrita na infecção pelo HIV-1 (Powderly et al, 

1998; Rudy et al, 2015), a manutenção das contagens de células T CD4+ em 

níveis baixos foi uma característica marcante entre os pacientes LV/HIV-1 

recidivantes. Esse resultado foi de acordo com a metanálise publicada por Cota 

e colaboradores (2011), a qual demonstrou que a ausência de recuperação 

imunológica após o tratamento para a LV primária pode se constituir em um 

fator preditivo de recidivas da doença em pacientes infectados pelo HIV. Em 
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contrapartida, os pacientes não-recidivantes apresentaram sinais de 

reconstituição imune no decorrer do acompanhamento, mostrando um aumento 

significativo nos valores de células T CD4+ circulantes, muito provavelmente em 

decorrência da diminuição do grau de ativação e, secundariamente, de um 

controle parasitário mais bem sucedido, que perdurou até o final do 

acompanhamento clínico, em função do tratamento anti-Leishmania,.Por outro 

lado, a manutenção dos níveis elevados de ativação celular, seja linfocitária ou 

da imunidade inata (secreção de sCD14 por monócitos/macrófagos), entre os 

pacientes LV/HIV-1 recidivantes, mesmo sob um controle viral e parasitário 

bem sucedido, poderia estar diretamente associada ao fato desses pacientes 

possuírem um tempo de exposição ao HIV-1 mais prolongado (Tabela 1), além 

de um intervalo maior entre o diagnóstico da infecção pelo HIV-1 e o primeiro 

episódio ativo da LV. Por outro lado, na nossa casuística, um tempo mais 

prolongado de exposição ao vírus também significou um tempo maior de 

submissão à TARV e, dessa forma, de um controle da replicação viral mais 

precoce. De fato, nove dos 11 pacientes recidivantes apresentaram uma carga 

viral baixa ou indetectável já no momento da admissão no estudo. Ainda assim, 

o grau de ativação imune se encontrava elevado nesta fase, sendo mantido 

mesmo após o tratamento anti-Leishmania e nos períodos finais do 

acompanhamento. Esses resultados corroboram com o que tem sido descrito 

para indivíduos infectados pelo HIV sem LV, os quais persistem com um status 

inflamatório 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 têm descrito que a persistência do elevado grau de 

ativação de células T induzido pelo HIV-1 em indivíduos com supressão viral 

pela TARV, pode predizer um prognóstico tão ruim quanto o de pacientes 

positivos para o HIV-1 não tratados (Bofill et al, 1996; French et al, 2009), 

estando relacionada com a progressão da doença, por exemplo, através do 

desenvolvimento de complicações vasculares (Karim et al, 2014), do aumento 

da taxa de mortalidade (Hunt et al, 2011) e da maior suscetibilidade a outras 

doenças infecciosas, dentre elas as leishmanioses (Da-Cruz et al, 2006; 

Vivarini et al, 2015). De fato, o nosso grupo já havia mostrado anteriormente, 

porém de forma transversal, que pacientes de associação LV/HIV-1 

apresentavam altos níveis de ativação 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 

ativação também se mostrou elevado entre pacientes coinfectados em 

remissão clínica da LV, apontando que a infecção por Leishmania, 

independente da carga parasitária, pode se constituir em um fator adicional 

para explicar o elevado grau de ativação e de comprometimento imune nos 

casos de coinfecção Leishmania/HIV-1 (Santos-Oliveira et al, 2013). 

Na presente avaliação, embora os pacientes LV/HIV-1 não-recidivantes 

tenham apresentado níveis de ativação similarmente elevados na fase inicial do 

acompanhamento, esse status imunológico foi revertido nos períodos 

posteriores ao tratamento da LV, de modo que os percentuais de linfócitos T 

ativados diminuíram significativamente nos seis e 12 meses pós-tratamento. 

Além disso, a própria ausência de recidivas da LV pode melhorar o status 

imunológico geral desses pacientes, uma vez que este tende a se apresentar 

cada vez mais comprometido a cada nova reativação da doença em pacientes 

coinfectados com HIV-1. 

A persistência de baixos níveis de DNA parasitário no sangue periférico 

tem sido demonstrada em pacientes LV/HIV-1, em detrimento de uma resposta 

clínica adequada à terapia específica. Tal fato conduz a uma condição clínica 

caracterizada por uma alternância entre as formas assintomáticas e 

sintomáticas da doença (del Giudice et al, 2002). Embora a maioria dos 

pacientes recidivantes também tenha apresentado sucesso no controle 

parasitário, parte deles ainda apresentou uma carga parasitária detectável nos 

períodos finais do acompanhamento. Dessa forma, apesar dos níveis baixos, 

mas detectáveis de DNA de Leishmania no sangue periférico de pacientes 

LV/HIV-1, nem sempre acarretarem em uma recidiva clínica da doença, apenas 

os pacientes recidivantes mantiveram a carga parasitária detectável após o 

tratamento, e mesmo em vigência da profilaxia secundária. 

No entanto, ainda é pouco elucidado se a reconstituição imunológica 

limitada, bem como a ocorrência de frequentes reativações da LV são, 

primariamente, conduzidas pela persistência do parasito ou por um processo 

imunológico subjacente, como o já descrito grau de ativação imunológica. 

Apesar disso, este estudo encontrou uma correlação significativamente 

negativa entre os níveis de ativação de linfócitos T CD8+ e as contagens 

absolutas de linfócitos T CD4+ (dados não mostrados). Tal fato indica mais uma 
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vez que, além das consequências da própria leishmaniose visceral (Santos-

Oliveira et al, 2013), a manutenção de níveis elevados de ativação pode estar 

relacionada com o prejuízo na recuperação imunológica em pacientes de 

associação LV/HIV-1, mesmo que esses façam uso da profilaxia secundária. 

Esta hipótese foi reforçada quando observamos, simultaneamente, uma 

forte correlação entre as baixas contagens de células T CD4+ e o intenso grau 

de ativação da imunidade inata, visto através dos níveis elevados de sCD14. 

Esse resultado pode estar indiretamente associado ao impacto que os níveis 

de translocação microbiana podem exercer sobre o sistema imune dos 

pacientes LV/HIV-1, uma vez que os níveis de sCD14 foram positivamente 

correlacionados aos níveis elevados de LPS observados nesses pacientes. 

Essa relação positiva entre os níveis de sCD14 e de LPS nos pacientes 

coinfectados ao longo do acompanhamento expos duas informações de 

extrema relevância: a primeira, que o LPS se encontra biologicamente ativo 

nesses pacientes; e a segunda, como uma consequência da primeira, que os 

níveis de translocação microbiana parecem, de fato, estar relacionados com o 

status inflamatório exacerbado dos pacientes LV/HIV-1. A translocação de 

produtos microbianos, tais como o LPS, do lúmen intestinal para a corrente 

sanguínea é descrita como uma consequência da deterioração do tecido 

linfoide associado à mucosa do intestino, vista através da depleção 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 & Kotler, 

2014), de modo que ao alcançarem a corrente sanguínea passam a se 

constituir em importantes cofatores da persistência do grau de ativação, como 

já foi muito bem descrito na infecção pelo HIV-1 (Brenchley et al, 2006; Klatt et 

al, 2013), na LV (Santos-Oliveira et al, 2011) e, mais recentemente, na 

associação de ambas infecções (LV/HIV-1) (Santos-Oliveira et al, 2013).  

Adicionalmente, o presente estudo permitiu sugerir que a translocação 

microbiana e sua consequente hiperativação da imunidade inata, possam ser 

considerados como mecanismos adicionais às frequentes recidivas da LV em 

pacientes coinfectados pelo HIV-1. Isso porque pacientes LV/HIV-1 

recidivantes foram aqueles que mantiveram os níveis de sCD14 elevados 

durante todo o acompanhamento clínico, demonstrando assim, uma 
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manutenção da hiperativação de monócitos/macrófagos mesmo após o 

controle parasitário. Além disso, os níveis de citocinas pro-inflamatórias (MIF, 

IL-8 e IL-6) tenderam a ser maiores também neste grupo avaliado em relação 

aos não-recidivantes (dados não mostrados). Embora esta tendência não tenha 

apresentado significativa estatística, as observações corroboram com esta 

exacerbação da resposta inflamatória em pacientes coinfectados com 

frequentes episódios de reativação da LV. Em contrapartida, aqueles pacientes 

que não apresentaram episódios de recidivas da doença mostraram uma 

diminuição significativa do grau de ativação imune inata logo após o tratamento 

anti-Leishmania. 

Paralelamente, quando avaliamos o grau de ativação de linfócitos B, 

inferido através da dosagem de IgG, IgG1 e IgG3 anti-Leishmania, os 

resultados observados não foram diferentes daqueles já descritos para o status 

de ativação de células T e da imunidade inata. Dessa forma, o grau de ativação 

de linfócitos B diferiu entre os pacientes LV/HIV-1 recidivantes e não-

recidivantes para a doença, aqui avaliados. Os pacientes recidivantes 

mantiveram níveis elevados de Igs durante todo o acompanhamento 

prospectivo, ao passo que nos pacientes não recidivantes esses valores foram 

sempre mais baixos. Semelhante ao que foi observado na ativação de linfócitos 

T, os níveis de IgG3 foram similarmente elevados entre os dois grupos nas 

fases iniciais do acompanhamento. Porém, de forma interessante, os pacientes 

não recidivantes foram aqueles que demonstraram uma diminuição significativa 

desses valores nos períodos posteriores ao tratamento. Esse resultado 

corroborou com a hipótese de que essa subclasse de IgG possa se constituir 

em um possível biomarcador de manutenção da remissão clínica em 

leishmanioses (Fagundes-Silva et al, 2012). As IgGs são produzidas em 

resposta às proteínas antigênicas do parasito, e seu declínio após a terapia e 

cura clínica é presumidamente devido à ausência do estímulo antigênico. 

Dessa forma, manter os níveis dessas subclasses de IgG elevados após o 

tratamento anti-Leishmania pode apontar não só falha terapêutica como 

também, possíveis episódios de recorrências 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 associação LV/HIV-1 vivenciam um contínuo círculo vicioso. 
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Nesses pacientes, a intensa imunossupressão resultante da manutenção do 

prejuízo da reconstituição imunológica, pode levar a uma maior predisposição 

às recidivas da LV (Cota et al, 2011; Okwor & Uzonna, 2013), como pôde ser 

observado para os pacientes LV/HIV-1 recidivantes. Ao mesmo tempo, a 

infecção por Leishmania é vista como um potencializador do grau de ativação 

crônica do sistema imune em pacientes LV/HIV-1, que por sua vez pode 

intensificar o comprometimento da reconstituição imune desses pacientes 

(Santos-Oliveira et al, 2010). Esse processo pode ser agravado, uma vez que 

tem sido descrito que o intenso grau de ativação tende a culminar com um 

envelhecimento imune precoce em indivíduos cronicamente infectados (Appay 

et al, 2007; Gautam et al, 2013). Diante disso, nesse cenário de associação 

LV/HIV-1 hipotetizou-se que o grau de imunosenescência apresentado pelos 

pacientes avaliados, poderia ser outro importante cofator para explicar não só o 

comprometimento imunológico, como também as frequentes recidivas da LV 

nestes pacientes coinfectados pelo HIV-1. Tal fato pode ser sugerido uma vez 

que os níveis potencializados de ativação desempenhariam um papel crucial 

em promover um rápido declínio da funcionalidade do sistema imune e, assim, 

da eficiência da resposta efetora. 

Até onde é de nosso conhecimento, um único estudo, realizado por 

Casado e colaboradores (2015), sugeriu uma possível associação entre o 

aumento da senescência em células T com a presença de um alto grau de 

ativação imune em pacientes infectados pelo HIV, com história prévia de LV. 

No entanto, este estudo foi de caráter retrospectivo, o que não permitiu aos 

autores avaliar a real influência desse processo sobre o estado atual desses 

pacientes, uma vez que no momento da admissão no protocolo de estudo, 

nenhuma evidência de LV ativa, ou recidiva da doença, foi observada. Além 

disso, este estudo não avaliou  os pacientes com história de associação 

LV/HIV-1 de modo longitudinal, comparando-os em entre si, mas relacionando 

a casuística analisada  apenas com pacientes monoinfectados pelo HIV-1, que 

apresentavam resposta imune discordante à TARV. 

No presente estudo, os pacientes LV/HIV-1 apresentaram altos 

percentuais de linfócitos T senescentes, sobretudo na subpopulação T CD8+, 

que assim seguiram desde a fase ativa até os períodos 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 não se altera como uso da TARV e 

da manutenção do tratamento anti-Leishmania.  

No entanto, não foram observadas diferenças no que se refere ao perfil 

fenotípico de senescência imune entre os pacientes coinfectados recidivantes 

ou não, o que nos faz pensar em possíveis explicações para esse fenótipo 

imunosenescente ter-se apresentado de forma similar entre os grupos. 

Primeiramente, o tempo de acompanhamento pode não ter sido suficiente para 

avaliar esse fenômeno, visto que um padrão de distribuição mais heterogêneo 

dos pacientes LV/HIV-1 pôde ser observado apenas no período de 12 mpt. Isto 

sugere que, em algum momento posterior a esse período, os dois grupos 

avaliados poderiam vir a apresentar diferenças entre si. Outra possível 

explicação se baseia no fato do fenômeno de imunosenescência de células T 

ser um processo irreversível (Brenchley et al, 2003; Appay et al, 2007). Uma 

vez que ambos os grupos apresentaram um status altamente ativado já no 

início do acompanhamento, a tendência é que o fenótipo senescente 

acompanhe esse processo. Entretanto, o fato dos pacientes não-recidivantes 

terem diminuído o grau de ativação após o tratamento, não significa que 

imediatamente o mesmo fenômeno seria observado em termos de expressão 

do fenótipo CD57+CD27-. Em outras palavras, a expressão de tal fenótipo nas 

células T em estágio final de diferenciação não pode ser revertida, 

permanecendo elevada por um longo tempo. 

Adicionalmente, embora o perfil fenotípico de senescência imune não 

tenha diferido entre os grupos avaliados, diferenças em termos de 

funcionalidade de células T podem existir. Essa hipótese foi levantada pelo fato 

do fenômeno de imunosenescência consistir em um conjunto de fatores aliado 

ao fenótipo de células terminalmente diferenciadas. Estas células podem 

apresentar um prejuízo qualitativo importante, caracterizado pela perda da 

capacidade proliferativa e de produção de citocinas (Brenchley et al, 2003; 

revisto por Chou & Effros, 2013). Além disso, de forma subjacente a esse 

processo, pode ser observada uma exaustão dos recursos imunes primários, 

com uma deficiência no output tímico, que leva a uma menor geração de novas 

células para a periferia (Douek et al, 1998; Molina-Pinelo et al, 2009) e, 

consequentemente, a presença de um repertório 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 indivíduos de associação 

LV/HIV-1, que pode se constituir em um dos principais mecanismos 

responsáveis pelo prejuízo no controle parasitário e, consequentemente, maior 

predisposição a recidivas entre os pacientes coinfectados recidivantes. Diante 

disso, estudos futuros são necessários para melhor elucidar esse processo. 

Em relação à manutenção da profilaxia secundária pode-se concluir de 

forma preliminar que esta não foi capaz de influenciar a ocorrência de 

recidivas, bem como a diminuição dos níveis de ativação em pacientes LV/HIV 

recidivantes. Ao mesmo tempo, levanta-se a hipótese de que a manutenção do 

tratamento anti-Leishmania poderia ter um efeito benéfico naqueles casos em 

que o indivíduo apresenta o primeiro episódio de LV (coincidente com o grupo 

dos não-recidivantes), os quais apresentaram uma melhor reconstituição 

imunológica e parasitológica da infecção.  

Finalmente, este estudo visou preencher mais uma lacuna de 

conhecimento no que se refere a esta entidade patológica emergente, a 

associação LV/HIV-1. Diferenças importantes em termos de reconstituição 

imune, ativação celular e status inflamatório foram observados entre pacientes 

coinfectados que se mantêm em remissão clínica da LV e aqueles com 

frequentes episódios de recidivas da doença. Tal fato nos permitiu sugerir uma 

influência expressiva desses fatores sobre os diferentes desfechos clínicos da 

LV em pacientes coinfectados pelo HIV-1. Dessa forma, este trabalho 

contribuiu para que futuramente mais estudos possam levantar possíveis 

biomarcadores e ferramentas que auxiliem na predição de um prognóstico de 

recrudescência ou controle da LV na associação LV/HIV-1. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Baseando-se em nossos recentes estudos, as principais conclusões se 

resumem da seguinte forma: 

1. O uso de TARV foi efetivo na supressão da carga viral de HIV-1 

em ambos os grupos, e para a maioria dos casos já na fase ativa da 

doença. 

2. Na LV em atividade, o comprometimento imune é similar entre os 

pacientes LV/HIV-1, independentemente de ter sido o primeiro episódio de 

LV ou de se tratar de recidivas da doença, ou seja: ambos R e NR 

apresentaram uma alta carga parasitária (quantificação de DNA de 

L. infantum por PCR tempo real), altos níveis de ativação linfocitária e 

baixas contagens de linfócitos T CD4+ na periferia. Este fato deve estar 

relacionado aos antígenos do parasito. O que diferencia estes casos é a 

evolução pós-tratamento/profilaxia.  

3. A maioria dos pacientes LV/HIV-1 tratados e sob profilaxia 

secundária passa a apresentar níveis indetectáveis (NR) ou, em alguns 

casos (R), níveis baixos de detecção de DNA parasitário, apontando um 

controle parasitário periférico logo após o tratamento anti-Leishmania.  

4. A translocação microbiana parece ocorrer de forma mais 

acentuada nos pacientes recidivantes, o que por sua vez, contribui para o 

intenso grau de ativação de linfócitos T e de células da imunidade inata. Em 

consequência deste processo de ativação imune, os pacientes LV/HIV-R 

também mantiveram uma baixa reconstituição imunológica, devido à 

ausência de recuperação das contagens de células T CD4+. Desta forma, 

a manutenção do status imunológico deficitário é provavelmente um dos 

fatores que contribuem para maior suscetibilidade a reativações da LV em 

pacientes coinfectados pelo HIV-1. 
5. Os pacientes LV/HIV-NR evoluíram com redução da ativação 

linfocitária, ganho de linfócitos T CD4+ na periferia e redução dos níveis de 

sCD14, indicando que houve reconstituição imune e redução da 

translocação microbiana. 
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6. Os pacientes LV/HIV-1, sobretudo aqueles recidivantes, 

apresentaram níveis elevados de IgG total e suas subclasses (IgG1 e IgG3) 

anti-Leishmania. No entanto, após o tratamento, apenas pacientes LV/HIV-

NR apresentaram uma diminuição significativa dos níveis de IgG3. Esses 

resultados apontam que a dosagem de IgG3 sérica pode não só se 

constituir em um possível biomarcador de prognóstico em pacientes 

coinfectados, como também que a ativação de linfócitos B pode ter uma 

participação importante na imunopatogênese da associação LV/HIV-1. 

7. Ao longo dos 12 meses de acompanhamento houve um aumento 

progressivo do grau de imunosenescência, sendo que este fato ocorreu em 

ambos os grupos NR e R, não havendo diferenças entre eles. 

Diferentemente do que se esperava, a redução da ativação linfocitária 

observada no grupo NR não foi acompanhada por uma menor indução de 

imunosenescência. Esse resultado pode estar associado ao fato deste ser 

um fenômeno irreversível, fazendo com que pacientes LV/HIV-1 exibam um 

sistema imune cronicamente ativado, que não se modifica apesar do uso da 

TARV e do tratamento anti-Leishmania. Além disso, a ausência de 

diferenças fenotípicas associadas a senescência imune entre os pacientes 

R e NR não significa que diferenças em termos funcionais não possam 

existir. 

8. Diferenças imunológicas existiram apesar de todos os pacientes 

LV/HIV-1 estarem em vigência da profilaxia secundária. A princípio, a 

manutenção do tratamento anti-Leishmania, apesar de se mostrar 

indispensável, parece não ser capaz de interferir no curso clínico daqueles 

pacientes que vivenciam frequentes episódios de LV. No entanto, seu uso 

parece trazer efeitos positivos sobre a manutenção da remissão clínica, 

principalmente naqueles indivíduos LV/HIV-1 que apresentam a um único 

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Pacientes em investigação de co-infecção Leishmania/HIV 

 
Instituição Proponente: Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, Laboratório de 
Imunoparasitologia. Av. Brasil, 4365, Pav. Leônidas Deane sala 408, 
Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ. Tel 0XX21-2562-1034.  
Instituição Responsável: 
_________________________________________________ 
 

Título do Projeto: “Desenvolvimento de instrumentos clínicos e 

laboratoriais aplicáveis aos estudos clínico-epidemiológicos, ao diagnóstico e 

ao monitoramento terapêutico da co-infecção HIV/Leishmania. Pesquisador 

Responsável: Alda Maria Da-Cruz, médica, Pesquisadora Associada  

Equipe: Carmem Beatriz Wagner Giacoia-Gripp (assistente de 

coordenação), Álvaro Bertho, Ana Lucia Telles Rabello, Carlos Henrique Costa 

Nery, Claude Pirmez, Elisa Cupolillo, Gustavo Romero, Hiro Goto, José Ângelo 

Lindoso, Marise Mattos, Manoel Paes Oliveira-Neto, Mariza G. Morgado, 

Rivaldo Venâncio, Valdir Sabbaga-Amato, Beatriz Grinzstejn, Valdiléa Veloso, 

Jose Pilotto . 

Colaboradores/Médicos assistentes e Instituição/telefone de contato: 
_______________________________________________________________
_______________________________________________________________
______________ 
 
Nome do Voluntário: 
____________________________________________________ 
Nome do Responsável: 
_________________________________________________ 
 

Eu declaro que aceito participar como voluntário da investigação 

científica coordenada pela Dra. Alda Maria Da-Cruz e com a participação do 

meu médico Dr. ____________________________________. Neste estudo os 

pesquisadores querem descobrir as pessoas que tem leishmaniose e possam 

ter AIDS ou pessoas que têm AIDS e possam ter leishmaniose. O objetivo 

melhorar os conhecimentos sobre os sintomas e o diagnóstico destas doenças, 

além de estudar como o sistema imunológico do organismo de uma pessoa 

que tem AIDS reage quando ela apresentar, ao mesmo tempo, a leishmaniose. 

Nos casos em que houver as duas doenças, será realizado um 

acompanhamento clínico e laboratorial dos pacientes. Nos casos de 



 

78 
 

leishmaniose sem AIDS, os pacientes também poderão fazer parte do estudo 

caso seja de sua vontade.  

Fui informado que este estudo poderá não me beneficiar diretamente, 

embora tenha a possibilidade de serem descobertos exames de laboratório que 

poderão ajudar a prevenir a evolução da leishmaniose. Os resultados dos 

exames deverão ser comunicados e entregues a mim ou ao médico 

responsável por meu acompanhamento. 

Minha colaboração será submeter-me aos seguintes procedimentos, a serem 
realizados por profissionais de saúde especializados: 

1. Responder a um questionário contendo informações pessoais, da minha 
residência e das doenças que apresentei ou tenho neste momento. 

2. Consulta ambulatorial periódica para realização de exame clínico e 
exames laboratoriais de rotina procedimentos necessários para o 
diagnóstico da leishmaniose (coleta de sangue, biópsia e teste de 
Montenegro). Não aplicável aos indivíduos sadios. 

3. Teste de Montenegro. Este consiste na aplicação de 0,1 ml de uma 
solução contendo parasitos mortos pelo mertiolate. A leitura é feita em 
48h. Este poderá ser repetido quando for necessário avaliar minha 
imunidade para a leishmaniose. Não aplicável aos indivíduos sadios. 

4. Coleta de 40 ml de sangue através de agulha que fará punção da veia do 
braço. Esta coleta deverá ser repetida periodicamente (a cada três ou 
seis meses).  

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

6. Caso haja o diagnóstico de AIDS serei acompanhado e tratado. 
 
Esclarecimentos sobre os procedimentos e inconvenientes: 
O teste de Montenegro é utilizado rotineiramente para o diagnóstico da 
leishmaniose e quando for positivo indica que o organismo é capaz de ter 
resistência imunológica ao parasito causador da doença. No entanto, o teste 
NÃO deve ser aplicado nos indivíduos alérgicos a mertiolate. A reação positiva 
se acompanha de vermelhidão e endurecimento da pele no local onde o teste 
foi aplicado. Reações mais intensas como inflamação, ulceração da pele ou 
mesmo febre também podem ocorrer, mas são raras. 
O volume de sangue retirado não causa distúrbios ou riscos ao organismo. Os 
possíveis desconfortos, se ocorrerem, são relacionados a problemas durante a 
retirada do sangue, como extravasamento de sangue que causam dor e 
hematoma, mas que regridem após  3  a 5 dias. 
Para o diagnóstico também será realizada uma biópsia da úlcera para quem 
tem suspeita de doença na pele ou retirada de sangue da medula para quem 
tem suspeita de doença nas vísceras também serão realizados para o 
diagnóstico. Os indivíduos alérgicos ao anestésico NÃO poderão ser 
biopsiados. As complicações que podem ocorrer são dor e sangramento que 
regridem geralmente ao final de dois a três dias. 
Todo o material retirado do meu corpo deverá ser utilizado somente para fins 
de diagnóstico e pesquisa. Autorizo que eles sejam guardados na FIOCRUZ ou 
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nas Instituições que participam desta pesquisa, para serem utilizados em 
futuros projetos de pesquisa após análise e aprovação de um Comitê de Ética. 
Os investigadores deverão, a qualquer momento, esclarecer minhas dúvidas 
sobre o estudo e a doença, a utilização do material biológico retirado do meu 
corpo e os resultados obtidos com o estudo. Os autores deverão guardar meus 
dados, sendo eles sigilosos e confidenciais. Os resultados poderão ser 
divulgados na forma de comunicação científica, mas não permito a minha 
identificação. A qualquer momento poderei me retirar deste estudo sem 
qualquer prejuízo ao meu tratamento. 
Declaro estar ciente do teor deste Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido, e decidido a participar da investigação proposta no projeto. Este 
documento ficará arquivado no Laboratório de Imunoparasitologia do Instituto 
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ ou no 
_______________________________________________________________
_ 
(nome da Instituição colaboradora), ficando Eu de posse de uma cópia.  
 
Voluntário/ :    __________________________________________________   
RG: 
Responsável    assinatura 
 
Testemunha: ___________________________________________________ 
RG: 
                                                         assinatura 
Investigador: ___________________________________________________ 
RG: 
     assinatura 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Voluntários - Pacientes 

 
Instituição Proponente: Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, Laboratório de 
Imunoparasitologia. Av. Brasil, 4365, Pav. Leônidas Deane sala 408, 
Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ. Tel 0XX21-2562-1034.  
Instituição Responsável: 
_________________________________________________ 
 

Título do Projeto: “Desenvolvimento de instrumentos clínicos e 

laboratoriais aplicáveis aos estudos clínico-epidemiológicos, ao diagnóstico e 

ao monitoramento terapêutico da co-infecção HIV/Leishmania. 

Pesquisador Responsável: Alda Maria Da-Cruz, médica, Pesquisadora 
Associada 
Equipe: Carmem Beatriz Wagner Giacoia-Gripp (assistente de coordenação), 
Álvaro Bertho, Ana Lucia Telles Rabello, Carlos Henrique Costa Nery, Claude 
Pirmez, Elisa Cupolillo, Gustavo Romero, Hiro Goto, José Ângelo Lindoso, 
Marise Mattos, Manoel Paes Oliveira-Neto, Mariza G. Morgado, Rivaldo 
Venâncio, Valdir Sabbaga-Amato, Beatriz Grinstejn, Valdiléa Veloso, Jose 
Pilotto . 
Colaboradores/Médicos assistentes e Instituição/telefone de contato: 
_______________________________________________________________
_______________________________________________________________
______________ 
 
Nome do Voluntário: 
_____________________________________________________ 
Nome do Responsável: 
_________________________________________________ 
 

Eu declaro que aceito participar como voluntário da investigação 

científica coordenada pela Dra. Alda Maria Da-Cruz e com a participação do 

meu médico Dr. ____________________________________. Neste estudo os 

pesquisadores querem descobrir as pessoas que tem leishmaniose e possam 

ter AIDS ou pessoas que têm AIDS e possam ter leishmaniose. O objetivo 

melhorar os conhecimentos sobre os sintomas e o diagnóstico destas doenças, 

além de estudar como o sistema imunológico do organismo de uma pessoa 

que tem AIDS reage quando ela apresentar, ao mesmo tempo, a leishmaniose. 

Nos casos em que houver as duas doenças, será realizado um 

acompanhamento clínico e laboratorial dos pacientes. Nos casos de 

leishmaniose sem AIDS, ou AIDS sem leishmaniose os pacientes também 

estão convidados a fazer parte do estudo, caso seja da vontade dos mesmos.  
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Fui informado que este estudo poderá não me beneficiar diretamente, 

embora tenha a possibilidade de serem descobertos exames de laboratório que 

poderão ajudar a prevenir a evolução da leishmaniose. Os resultados dos 

exames deverão ser comunicados e entregues a mim ou ao médico 

responsável por meu acompanhamento. 

Minha colaboração será submeter-me aos seguintes procedimentos, a serem 
realizados por profissionais de saúde especializados: 

1. Responder a um questionário contendo informações pessoais, da 
minha residência e das doenças que apresentei ou tenho neste 
momento. 

2. Consulta ambulatorial periódica para realização de exame clínico e 
exames laboratoriais de rotina procedimentos necessários para o 
diagnóstico da leishmaniose (coleta de sangue, biópsia e teste de 
Montenegro). Não aplicável aos indivíduos sadios e sem suspeita 
de leishmaniose. 

3. Teste de Montenegro. Este consiste na aplicação de 0,1 ml de 
uma solução contendo parasitos mortos pelo mertiolate. A leitura é 
feita em 48h. Este poderá ser repetido quando for necessário 
avaliar minha imunidade para a leishmaniose. Não aplicável aos 
indivíduos sadios e sem suspeita de leishmaniose. 

4. Coleta de 40 ml de sangue através de agulha que fará punção da 
veia do braço. Esta coleta deverá ser repetida periodicamente (a 
cada três ou seis meses).  

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

6. Caso haja o diagnóstico de AIDS serei acompanhado e tratado. 
 
Esclarecimentos sobre os procedimentos e inconvenientes: 
O teste de Montenegro é utilizado rotineiramente para o diagnóstico da 
leishmaniose e quando for positivo indica que o organismo é capaz de ter 
resistência imunológica ao parasito causador da doença. No entanto, o teste 
NÃO deve ser aplicado nos indivíduos alérgicos a mertiolate. A reação positiva 
se acompanha de vermelhidão e endurecimento da pele no local onde o teste 
foi aplicado. Reações mais intensas como inflamação, ulceração da pele ou 
mesmo febre também podem ocorrer, mas são raras. 
O volume de sangue retirado não causa distúrbios ou riscos ao organismo. Os 
possíveis desconfortos, se ocorrerem, são relacionados a problemas durante a 
retirada do sangue, como extravasamento de sangue que causam dor e 
hematoma, mas que regridem após  3  a 5 dias. 
Para o diagnóstico também será realizada uma biópsia da úlcera para quem 
tem suspeita de doença na pele ou retirada de sangue da medula para quem 
tem suspeita de doença nas vísceras também serão realizados para o 
diagnóstico. Os indivíduos alérgicos ao anestésico NÃO poderão ser 
biopsiados. As complicações que podem ocorrer são dor e sangramento que 
regridem geralmente ao final de dois a três dias. 
Todo o material retirado do meu corpo deverá ser utilizado somente para fins 
de diagnóstico e pesquisa. Autorizo que eles sejam guardados na FIOCRUZ ou 



 

82 
 

nas Instituições que participam desta pesquisa, para serem utilizados em 
futuros projetos de pesquisa após análise e aprovação de um Comitê de Ética. 
Os investigadores deverão, a qualquer momento, esclarecer minhas dúvidas 
sobre o estudo e a doença, a utilização do material biológico retirado do meu 
corpo e os resultados obtidos com o estudo. Os autores deverão guardar meus 
dados, sendo eles sigilosos e confidenciais. Os resultados poderão ser 
divulgados na forma de comunicação científica, mas não permito a minha 
identificação. A qualquer momento poderei me retirar deste estudo sem 
qualquer prejuízo ao meu tratamento. 
Declaro estar ciente do teor deste Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido, e decidido a participar da investigação proposta no projeto. Este 
documento ficará arquivado no Laboratório de Imunoparasitologia do Instituto 
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ ou no 
_______________________________________________________________
__ (nome da Instituição colaboradora), ficando Eu de posse de uma cópia.  
 
Voluntário/ :    __________________________________________________  
RG: 
Responsável    assinatura 
 
Testemunha: ___________________________________________________ 
RG:  
     assinatura 
 
Investigador: ___________________________________________________ 
RG: 
    assinatura 
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ANEXO B –  

 Aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa em Humanos do Instituto 

Oswaldo Cruz - IOC. 
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Aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa em Humanos do Instituto de 

Pesquisa Clínica Evandro Chagas - IPEC. 
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Aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa em Humanos do Centro de 

Pesquisas René Rachou - CPqRR. 
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Aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa em Humanos do Hospital Eduardo 

de Menezes. 
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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 IgG3. 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)-γ 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-γ, TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-17, 

macrophage inflammatory protein (MIP)-1β 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, Fundação 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 cells/mm3, 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 µl whole blood were performed using BD 

Truecount™ reagent kit (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Cell 

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/mm3). 
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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 StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA). For the Leishmania assay, a TaqMan 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 Aco1 and Aco2 (38), which generate 120-bp fragments, were 

used in this assay. The reaction mixtures contained 12.5 μL of Syber® Green 

PCR Master Mix 2X (Life Technologies), 0.1 μM of each primer, and 3 μL of 

DNA template in a final volume of 25 μL. The cycling parameters were 

universal, and the melting analysis was conducted based on the parameters of 

the StepOnePlusTM 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+CD27-CD4+ and CD57+CD27-CD8+ 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 (MHOM⁄BR⁄1974⁄PP75) soluble antigen 

(40 µg/mL) was used to coat a polystyrene flat-bottom microtitre plate 

(Nuncimmuno Plate, Roskilde, Denmark) and incubated at 4ºC 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 IgG1 

(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 (EI). 

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 cells/mm3; IQR: 63 – 159 cells/mm3) in comparison to HIV 

monoinfected patients (median: 377 cells/mm3; IQR: 222 – 450 cells/mm3) 

(figure 1A). In a prospective evaluation most of them remained with less than 

350 CD4+ T cells/mm3, 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 (n=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 

CD8+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 IgG3). 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- 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, IgG3 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). 

Patient 
initial name 

Age, 
sex 

Time since 
HIV infection 

diagnosis 
(months) 

HAART 
use before 

first VL 
episode 

Time 
between 
HIV and 

VL 
diagnosis 
(months) 

Time since 
the first 

VL 
infection 
diagnosis 
(months) 

Previous 
VL 

(number 
of 

episodes) 

VL treatment Secondary prophylaxis 
Total follow-up 

time in the study 
Clinical follow 

up 

GBS 
(HLV01) 

53 
years, 
male 

4 No 
 
4 

NA No 
Amphotericin B deoxycholatefor 

20 days 
Amphotericin B deoxycholate biweekly 

for two months (until CD4 recovery) 
12 months No VL relapse 

WLA 
(HLV03) 

38 
years, 
male 

179 Yes 179 NA No 

Amphotericin B deoxycholate for 
3 days, replaced by liposomal 
amphotericin 20 mg/kg total 

dose 

Patient abandoned follow-up and 
received no prophylaxis 

6 months (death) 
VL relapse at 6 
month follow-up 

and death 

JRO 
(HLV05) 

25 
years, 
female 

78 No 49 29 Yes (1) 
Liposomal amphotericin 20 

mg/kg total dose 
Irregular use of prophylaxis 12 months No VL relapse 

MF 
(HLV06) 

51 
years, 
male 

4 No 4 NA No 
Amphotericin B deoxycholate for 

20 days 

Amphotericin B deoxycholate biweekly 
for 20 months (patient requested 

suspension of prophylaxis when CD4 
stabilized around 200 cell/mm

3
) 

12 months No VL relapse 

APS 
(HLV07) 

33 
years, 
female 

20 Yes 20 NA No 
Amphotericin B deoxycholate for 

20 days 

Amphotericin B deoxycholate biweekly 
for 12 months  (patient requested 

suspension of prophylaxis when CD4 
stabilized around 250 cell/mm

3
) 

12 months No VL relapse 

RAS 
(HLV09) 

39 
years, 
male 

41 Yes 21 19 Yes (1) 
Liposomal amphotericin 20 

mg/kg total dose 
Lipossomal amphotericin biweekly on 

regular basis 
12 months 

VL relapse at 4 
and 12 month 

follow-up 

LPO 
(HLV010) 

35 
years, 
male 

27 Yes 17 9 Yes (1) 
Liposomal amphotericin 20 

mg/kg total dose 
Amphotericin B deoxycholate biweekly 

for 7 months (until CD4 recovery) 
12 months No VL relapse 

CMS 
(HLV012) 

40 
years, 
male 

134 No 52 82 Yes (4) 
Liposomal amphotericin 20 

mg/kg total dose 
Lipossomal amphotericin biweekly on 

regular basis 
6 months (death) 

VL relapse at 6 
month follow-up 

and death 

CMRR 
(HLV013) 

37 
years, 
female 

5 No 5 NA No 

Amphotericin B deoxycholate for 
5 days, replaced by liposomal 
amphotericin 20 mg/kg total 

dose 

Amphotericin B deoxycholate biweekly 
for 10 months (patient requested 

suspension of prophylaxis when CD4 
stabilized around 200 cell/mm

3
) 

12 months No VL relapse 

PJS 
(HLV016) 

 

41 
years, 
male 

31 Yes 31 NA No 
Amphotericin B deoxycholate for 

20 days 
Amphotericin B deoxycholate biweekly 

for 4 months(until CD4 recovery) 
12 months No VL relapse 
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WMC 
(HLV017) 

38 
years, 
male 

14 Yes 14 NA No 
Amphotericin B deoxycholate for 

20 days 

Irregular use of prophylaxis 
(amphotericin B deoxycholate 

biweekly), use for 18 months (until CD4 
recovery) 

12 months 

VL relapse at 4, 6 
and 12 month 

follow-up 
 

PRP 
(HLV019) 

45 
years, 
male 

69 Yes 69 NA No 
Amphotericin B deoxycholate for 

20 days 

Irregular use of prophylaxis 
(amphotericin B deoxycholate 

biweekly), use for 13 months (until CD4 
recovery) 

12 months 
VL relapse at 8 
month follow-up 

 

JTS 
(HLV021) 

45 
years, 
male 

139 Yes 113 25 
Yes (4) 

 
Liposomal amphotericin 20 

mg/kg total dose 
Irregular use of prophylaxis 

(amphotericin B deoxycholate biweekly) 
12 months 

VL relapse at 2, 8 
and 12 month 

follow-up 

VPGS 
(HLV022) 

21 
years, 
male 

25 No 1 24 Yes (1) 
Liposomal amphotericin 20 

mg/kg total dose 
Amphotericin B deoxycholate biweekly 

for 13 months (until CD4 recovery) 
12 months 

VL relapse at 6 
month follow-up 

AMP 
(HLV023) 

39 
years, 
male 

239 Yes 117 121 Yes (7) 
Liposomal amphotericin 20 

mg/kg total dose 
Lipossomal amphotericin weekly on 

regular basis 
12 months 

VL relapse at 6 
and 12 month 

follow-up 

AMGN 
(HLV024) 

37 
years, 
female 

155 Yes 107 47 Yes (1) 
Amphotericin B deoxycholate for 

20 days 
Irregular use of amphotericin B 

deoxycholate biweekly for 4 months 
4 months (lost of 

follow-up) 

No VL relapse 
during short 

follow-up 

DCLS 
(HLV025) 

30 
years, 
male 

2 No 2 NA No 
Amphotericin B deoxycholate for 

25 days 
Amphotericin B deoxycholate biweekly 

for 13 months (until CD4 recovery) 
12 months No VL relapse 

ACL 
(HLV026) 

52 
years, 
male 

128 No 0 128 Yes (2) 
Liposomal amphotericin 20 

mg/kg total dose 
Amphotericin B deoxycholate biweekly 

for 8 months (until CD4 recovery) 
12 months 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 

copies/mL) 
Parasite load (kDNA 

copies/mL) 
Viral load (RNA 

copies/mL) 
Parasite load (kDNA 

copies/mL) 
Viral load (RNA 

copies/mL) 
Parasite load (kDNA 

copies/mL) 
Viral load (RNA 

copies/mL) 
Parasite load (kDNA 

copies/mL) 

HLV01 

NON 
RELAPSE 

20272 38171 571 Undet. Undet. Undet. Undet. 1.3 

HLV06 55 206162 Undet. Undet. Undet. Undet. Undet. Undet. 

HLV07 Undet. 159550 Undet. Undet. Undet. Undet. Undet. Undet. 

HLV013 153316 Undet. 1118 Undet. Undet. Undet. 60 (10 mpt) Undet. 

HLV016 Undet. 78 Undet. Undet. Undet. Undet. Undet. Undet. 

HLV025 51 506308 Undet. Undet. Undet. Undet. 1061258 Undet. 

HLV03 

RELAPSE 

Undet. 46989 Undet. Undet. Abandoned follow-up 

HLV05 1146 37271 181 Undet. 394230 Undet. 157833 Undet. 

HLV09 Undet. 41.1 Undet. 12718 Undet. 0.8 Undet. 1334 

HLV010 Undet. 3147 -- 1467 Undet. Undet. -- Undet. 

HLV012 405 0.2 194 3024000 23004 5400 Death 

HLV017 Undet. 115454 Undet. 430 Undet. 2663 Undet. -- 

HLV019 Undet. 40177 Undet. Undet. Undet. Undet. -- 23.5 

HLV021 56543 813 4897 622 86899 3262 178326 Undet. 

HLV022 Undet. 38281 60 220 -- 7909 82 54 

HLV023 47 25118 Undet. 6369 339 2030 -- 1.1 

HLV024 135957 81656 68075 Undet. -- 24705 190839 4442 

HLV026 250310 15701 7311 116 133219 Undet. -- 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/mm3). The red dashed 

line is the median value of CD4+ T cell counts of HIV+ controls (377 cells/mm3). 

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 (IgG1) isotype in coinfected patients with 

visceral leishmaniasis and HIV-1 (VL/HIV). 

 

 

 

 


