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INFLUÊNCIA DAS ALTERAÇÕES FENOTÍPICAS E FUNCIONAIS DE LINFÓCITOS T E B NA PREDISPOSIÇÃO 
ÀS RECIDIVAS DA LEISHMANIOSE VISCERAL EM PACIENTES COINFECTADOS PELO HIV-1 

 

RESUMO 
TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Maria Luciana Silva de Freitas 
 

A leishmaniose visceral associada à infecção pelo HIV-1 (LV/HIV) é considerada uma 
coinfecção emergente, grave e de difícil manejo clínico, uma vez que os pacientes, 
comumente, falham na resposta ao tratamento anti-Leishmania, apresentam alta taxa de 
mortalidade e evoluem com frequentes recidivas da LV. Sabe-se que a infecção 
por Leishmania é um cofator para a potencialização do grau de imunossupressão, de ativação 
celular e status inflamatório exacerbado em pacientes LV/HIV, mesmo sob terapia antirretroviral 
combinada (cART) e pós-tratamento da LV. Aliado a isso, a imunosenescência, principal 
consequência da manutenção da ativação imune, poderia contribuir para um prejuízo 
qualitativo da resposta efetora ao parasito, que culminaria nas frequentes recidivas da LV. 
Então, nosso objetivo foi avaliar a influência do grau de ativação e dos fatores decorrentes da 
senescência de linfócitos T, assim como das subpopulações de linfócitos B sobre as frequentes 
recidivas da LV em pacientes LV/HIV. Para isso, 18 pacientes LV/HIV foram separados em 
não-recidivantes (n=6; NR-LV/HIV, um único episódio de LV ao longo da vida) e recidivantes 
(n=12; R-LV/HIV, com mais de um episódio de LV ativa), sendo acompanhados desde a fase 
ativa até 12 meses após o tratamento anti-Leishmania (12 mpt). Grupos controles (LV apenas, 
HIV-1 apenas e sadios) foram incluídos neste estudo. Atualmente, 19 pacientes LV/HIV 
encontram-se em recrutamento, seguindo esse mesmo desenho experimental descrito. Os 
pacientes R-LV/HIV mantiveram altos percentuais de linfócitos T ativados, níveis elevados de 
translocação microbiana e de IgG3 anti-Leishmania, bem como baixas contagens de células 
TCD4+ até 12 mpt, diferente de pacientes NR-LV/HIV. Por outro lado, o percentual de células 
senescentes foi similar entre os grupos NR-LV/HIV e R-. Diante do ganho nas contagens de 
TCD4+ nos pacientes NR-LV/HIV, porém aliado a um estado fenotípico senescente, novas 
perguntas foram levantadas: 1) a distribuição do repertório de células T e o status inflamatório 
poderia refletir as diferenças na reconstituição imune desses grupos? 2) um melhor output 
tímico poderia ser determinante no processo de reconstituição imune dos pacientes NR-
LV/HIV? Diante disso, verificou-se que os pacientes LV/HIV, independente de serem NR- ou R-
, apresentaram o repertório TCRVβ alterado em comparação aos indivíduos sadios. No 
entanto, a mobilização do repertório Vβ em TCD4+ foi mais homogênea, sobretudo nos NR-
LV/HIV, enquanto em TCD8+ seguiu um padrão heterogêneo (expansões e/ou retrações de 
diferentes famílias Vβ), em especial nos R-LV/HIV, o que pode corroborar com os elevados 
níveis de ativação dessas células. Adicionalmente, os pacientes NR-LV/HIV diminuíram as 
frequências de várias famílias TCRVβ aos 12 mpt em relação à LV ativa, o que foi de acordo 
com a diminuição no status inflamatório deste grupo aos 12 mpt. Confirmando a contribuição do 
timo para essa condição imune diferenciada, os NR-LV/HIV apresentaram um aumento nos 
níveis de TREC/106PBMC aos 10 mpt em relação ao R- (p<0,05), cujos níveis foram sempre 
mais baixos do que os apresentados pelos monoinfectados pelo HIV-1. Semelhante aos 
linfócitos T, uma intensa ativação de células B se correlacionou com altas frequências de 
células B exaustas, sobretudo na LV ativa. Além disso, baixos percentuais de células B resting 
de memória foram observados, bem como altos níveis de plasmócitos de vida longa no sangue 
periférico, que sugerem uma continua circulação antigênica. Com exceção do perfil fenotípico 
dos linfócitos B, todos os nossos achados apontam que pacientes R-LV/HIV apresentam uma 
resposta imune sistêmica prejudicada, em termos de ativação celular, reconstituição 
imunológica e output tímico, que dificilmente pode ser revertido, ainda que sob carga viral e 
parasitária controladas pelos tratamentos específicos. 
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INFLUENCE OF THE PHENOTYPIC AND FUNCTIONAL CHANGES OF T AND B LYMPHOCYTES IN THE 
PREDISPOSITION TO RELAPSES OF THE VISCERAL LEISHMANIASIS IN HIV-1 CO-INFECTED PATIENTS 

 

ABSTRACT 
DOCTORAL THESIS IN BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Maria Luciana Silva de Freitas 
 

Visceral leishmaniasis associated with HIV-1 infection (VL/HIV) is considered an 
emerging, severe and difficult clinical management co-infection, since patients normally 
fail to respond to anti-Leishmania treatment, have a high mortality rate and evolve with 
frequent VL relapses. It is known that the Leishmania infection is a cofactor for 
enhancing the degree of immunosuppression, cellular activation and exacerbated 
inflammatory status in VL/HIV patients, even under combined antiretroviral therapy 
(cART) and after treatment of VL. In addition, immunosenescence, the main 
consequence of maintaining immune activation, could contribute to a qualitative 
impairment of the effector response to the parasite, which would culminate in frequent 
relapses of VL. Then, our goal was to evaluate the influence of the activation degree 
and the factors resulting from T lymphocyte senescence, as well of the B-cell 
subpopulations on the frequent VL relapses in VL/HIV patients. For this, 18 VL/HIV 
patients were grouped in non-relapsing (n=6; NR-VL/HIV, a single episode of VL throughout 

life) and relapsing (n=12; R-VL/HIV, with more than one episode of active VL), being followed 
from the VL active phase up to 12 months after anti-Leishmania treatment (12 mpt). Control 
groups (VL only, HIV only and healthy) were included in this study. Currently, 19 VL/HIV 
patients are being recruited following the same experimental design described. The R-VL/HIV 
patients maintained high percentages of activated T-cell, elevated levels of microbial 
translocation and anti-Leishmania IgG3, as well low counts of CD4+ T cells up to 12 mpt, 
different from NR-VL/HIV patients. On the other hand, the percentages of senescent T-cells 
were similar between NR-VL/HIV and R- groups. Given the gain in CD4+ T counts in NR-
VL/HIV patients, along with a senescent phenotypic status, new questions were raised: 1) Could 
T-cell repertoire distribution and inflammatory status reflect the differences in the immune 
reconstitution of these groups? 2) Could a better thymic output be determinant in the process of 
immune reconstitution of NR-VL/HIV patients? Therefore, it was verified that VL/HIV patients, 
regardless of whether NR- or R-, presented an altered TCRVβ repertoire compared to healthy 
individuals. However, the mobilization of the Vβ repertoire on CD4+ T cells was more 
homogeneous, especially in the NR-VL/HIV, whereas on CD8+ T cells followed a 
heterogeneous pattern (expansions and/or retractions of different Vβ families), mainly in the R-
LV / HIV, which may corroborate with the high activation levels of these cells. Additionally, NR-
VL/HIV patients decreased the frequencies of several TCRVβ families at 12 mpt in relation to 
the active VL, which was in accordance with the decrease in the inflammatory status of this 
group at 12 mpt. Confirming the contribution of thymus to this differentiated immune condition, 
NR-VL/HIV showed an increase in TREC/106PBMC levels at 10 mpt compared to R- (p <0.05), 
whose levels were always lower than those presented by mono-infected HIV-1 patients. Similar 
to T-lymphocytes, the intense activation of B cells correlated with high frequencies of exhausted 
B cells, especially VL active. In addition, low percentages of memory resting B cells were 
observed, as well high levels of long-lived plasma cells in the peripheral blood, that suggested a 
continuous antigen circulation. Except for the phenotypic profile of B lymphocytes, all our 
findings indicate that R-VL/HIV patients present an impaired systemic immune response, in 
terms of cellular activation, immune reconstitution and thymic output that hardly can be reverted, 
even under controlled viral and parasitic load by specific therapies.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Aspectos epidemiológicos da leishmaniose visceral (LV), da 

infecção pelo HIV-1 e da associação LV/HIV 

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

azar, calazar), é a forma mais grave das leishmanioses, que se apresenta com 

envolvimento sistêmico e evolução crônica, podendo ser fatal se não tratada. 

No Brasil, assim como em outros países da América do Sul, América Central, 

Ásia Central, Bacia do Mediterrâneo e Oriente Médio, a LV tem como agente 

etiológico o protozoário da espécie Leishmania (Leishmania) infantum, 

transmitido através do repasto sanguíneo de fêmeas infectadas de 

flebotomíneos do gênero Lutzomyia sp. A LV no Brasil é caracterizada por um 

ciclo zoonótico, tendo o cão como principal reservatório da infecção. No Velho 

Mundo (Ásia e África), a espécie causadora da LV é a Leishmania (L.) 

donovani, transmitida pelo flebotomíneo do gênero Phlebotomus sp, sendo 

caracterizada por um ciclo antroponótico, onde o humano é o principal 

reservatório.  

A LV consiste em um grave problema de saúde pública, que afeta, 

sobretudo, regiões tropicais e subtropicais, permanecendo endêmica em 75 

países ao redor do mundo (WHO, 2019). A Organização Mundial de Saúde 

(OMS) estima que, aproximadamente 50.000 a 90.000 novos casos de LV 

ocorram anualmente ao redor do mundo, sendo que dentre o real número de 

novos casos da doença, apenas cerca 25-45% são relatados à OMS (WHO, 

2019). Em 2017, mais de 95% dos novos casos de LV no mundo estavam 

concentrados em dez países, sendo esses: Bangladesh, Brasil, China, Etiópia, 

Índia, Quênia, Nepal, Somália, Sudão e Sudão do Sul (WHO, 2019). 

Entretanto, tem se observado uma diminuição da incidência global de LV, uma 

vez que em 2012, a estimativa da OMS era de cerca de 200.000 a 400.000 

novos casos da doença, estando esse fato associado a programas de 

diminuição de novos casos da doença, como em Bangladesh, cuja proposta é 

erradicar a doença até 2020 (Burza et al. 2018; Lindoso et al. 2018). 
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Nas Américas, a LV permanece endêmica em 11 países, sobretudo na 

América do Sul, tendo sido relatados à OMS 4.422 novos casos da doença, em 

2017 (WHO, 2018). O Brasil contribui com mais de 90% dos casos de LV do 

continente, onde cerca de 4.300 novos casos da doença ocorreram no país em 

2017 (WHO, 2018). Segundo o Ministério da Saúde, em 2017, 

aproximadamente 4.103 novos casos de LV foram relatados no Brasil, afetando 

primariamente homens adultos (64,8%) e crianças de 0 a 9 anos (40,9%) 

(Ministério da Saúde, 2017). Considerando a ocorrência de subnotificações dos 

casos de LV, estima-se que o número de casos da doença seja maior do que 

os descritos pela OMS e pelo Ministério da Saúde, variando em uma faixa 

realista de 4.500 a 6.800 novos casos por ano (Lindoso et al. 2014).  

Os casos de LV no Brasil estão distribuídos em 23 unidades federativas 

das cinco regiões brasileiras, sendo que a região Nordeste contribui com cerca 

de 50% dos casos relatados no país (Ministério da Saúde, 2017) (Figura 2). A 

região Sudeste é a segunda região brasileira com o maior número de casos de 

LV reportados, seguida pelas regiões Norte e Centro-Oeste (Figura 2), aonde 

novos focos da doença vêm sendo detectados a cada ano, caracterizando um 

fenômeno de urbanização da LV, originariamente vista como uma doença com 

distribuição rural (Maia-Elkhoury et al. 2008). Desta forma, a doença se 

Figura 1: Número de casos de leishmaniose visceral no mundo, em 2016. 

Adaptado de WHO, 2018. 
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encontra em constante expansão para as zonas peri-urbanas e urbanas, muito 

provavelmente como resultado de alterações antropogênicas, tais como o 

desmatamento, o crescimento desordenado das cidades, a presença 

concomitante do Lu. longipalpis e do reservatório doméstico, as precárias 

condições de habitação e saneamento básico da população, além da intensa 

migração das populações rurais para periferias urbanas (Maia-Elkhoury et al. 

2008; Drumond & Costa, 2011; Reis et al. 2017). Essa urbanização da doença 

tem contribuído cada vez mais para a emergência de novos casos de LV 

associados à infecção pelo Vírus da Imunodeficiência Humana tipo 1 (HIV-1, do 

inglês Human Immunodeficiency Virus). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Paralelamente, estima-se que, globalmente, cerca de 37,9 milhões de 

pessoas estavam infectadas pelo HIV-1, em 2018. Dessas, aproximadamente 

23,3 milhões faziam uso de terapia antirretroviral combinada (cART) neste 

mesmo ano (WHO, 2019). Ainda em 2018, cerca de 1,7 milhões de novos 

casos da infecção pelo HIV-1 foram reportados à OMS (WHO, 2019). O 

número de óbitos pela Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (Aids) foi de 

aproximadamente 770.000 casos, com uma taxa de letalidade de 1,71%, em 

2018 (UNAIDS, 2019). Apesar desses dados ainda serem alarmantes, tem sido 

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

Figura 2: Distribuição dos casos de leishmaniose visceral (LV) por estados 

brasileiros (A). Número de casos de LV por região Brasileira no período de 2008 

a 2017 (B). N (Norte); NE (Nordeste); SE (Sudeste); CO (Centro-Oeste); S (Sul). 

Fonte: Ministério da Saúde/SVS, 2017. 
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HIV-1, bem como no número de óbitos por aids em comparação, por exemplo, 

aos dados de 2001, quando foram estimados cerca de 2,7 milhões de novos 

infectados pelo vírus e 1,7 milhões de óbitos por aids (UNAIDS, 2019). 

Adicionalmente, desde 2010 até 2018, esse declínio foi de 16% no número de 

novos casos de infecção e de 33% no número de óbitos por aids, tendo um 

impacto positivo no cenário global da infecção (UNAIDS, 2019). Tal fato parece 

estar fortemente associado ao aumento simultâneo do acesso/adesão à cART 

(terapia antirretroviral), cujo percentual foi de 24% em 2010 para 62% em 2018, 

aumentando consideravelmente a expectativa de vida de indivíduos HIV-1 

positivos (UNAIDS, 2019).  

O continente Africano contribui expressivamente com o maior número de 

pessoas vivendo com HIV-1 em comparação aos demais continentes. No 

entanto, a América consiste no terceiro continente com maior número de 

indivíduos infectados pelo vírus (UNAIDS, 2019) (Figura 3). Na América Latina, 

estimativas recentes apontam que cerca de 1,9 milhões de indivíduos em todas 

as faixas etárias estejam infectados pelo HIV-1 (UNAIDS, 2019). Em 2018, 

foram notificados aproximadamente 100.000 novos casos de infecção pelo 

HIV-1 (UNAIDS, 2019). O Brasil, por sua vez, está andando na contramão do 

que tem acontecido com a média global, consistindo no país latino-americano 

com o maior número de casos de infecção pelo HIV-1, sendo responsável por 

quase metade desses números apresentados pela América Latina. Estima-se 

que em 2018, no Brasil, aproximadamente 900.000 pessoas estavam 

infectadas pelo HIV-1 (UNAIDS, 2019).  
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De acordo com o último boletim do Ministério da Saúde, em 2018, 

17.248 casos de infecção pelo HIV-1 foram notificados no SINAN (Sistema de 

Informação de Agravos de Notificação), com um aumento expressivo em 

comparação a 2007, onde 7.290 casos de infecção foram notificados 

(Ministério da Saúde, 2018). No que se refere aos dados sócio-demográficos, 

as regiões Sudeste e Nordeste, respectivamente, correspondem às regiões do 

país com o maior número de casos de infecção pelo HIV-1 notificados ao longo 

dos anos. Além disso, a epidemia de HIV/Aids no Brasil tem se concentrado, 

principalmente, em populações com comportamento de risco à infecção, como 

homens que fazem sexo com homens (HSH), transexuais, usuários de drogas 

injetáveis que compartilham seringas e agulhas, profissionais do sexo e 

pessoas privadas de liberdade. Em adição, tem sido observado uma constante 

heterossexualização, feminização, pauperização e ruralização da epidemia no 

decorrer dos anos.  

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. Em 

áreas endêmicas, onde muitos indivíduos apresentam LV assintomática, já está 

bem estabelecido que a presença da infecção pelo HIV-1 pode aumentar de 

100 para 2320 vezes o risco de desenvolvimento da LV ativa, além de reduzir a 

probabilidade de uma resposta terapêutica de sucesso e aumentar a 

probabilidade de ocorrência de recidivas da doença (Alvar et al. 2008; Cota et 

al. 2011). 

Figura 3: Distribuição do número de pessoas infectadas pelo HIV-1 por 

continente, em 2018. Fonte: UNAIDS, 2019. 
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Diante disso, a associação LV/HIV emergiu, nos últimos anos, como um 

importante desafio no controle da LV. Ao mesmo tempo, a LV tem emergido 

como uma importante doença oportunista associada à infecção pelo HIV-1 

(WHO, 2019). Tem sido claramente observada uma sobreposição entre as 

áreas de transmissão de LV e da infecção pelo HIV-1 (Lindoso et al. 2018), de 

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

áreas de risco para a transmissão de leishmanioses (Leite de Sousa-Gomes et 

al. 2017).  

Atualmente, a associação LV/HIV tem sido reportada em 35 países ao 

redor do mundo. O cenário mais crítico em termos de alta incidência dessa 

associação ocorre em alguns países africanos, como o Sudão e a Etiópia, onde 

35% dos indivíduos com LV são coinfectados pelo HIV-1 (Leite de Sousa-

Gomes et al. 2017). Já em alguns países da Europa, como Espanha, França e 

Itália, bem como na Bacia do Mediterrâneo, a incidência de casos de 

coinfecção LV/HIV tem diminuído nos últimos anos, sobretudo após a 

introdução da cART (Leite de Sousa-Gomes et al. 2017; Lindoso et al. 2018). 

No que se refere à América Latina, dados recentes apontam que 8% dos 

individuos com LV são coinfectados pelo HIV-1 (OPAS, comunicação pessoal, 

2019). Considerando a epidemiologia de cada uma das infecções, é de se 

esperar que o Brasil apresente a maior incidência de coinfecção LV/HIV do 

continente. Em 2017, aproximadamente 330 novos casos de coinfecção LV/HIV 

foram relatados no Brasil, de modo que 7,8% dos casos de LV eram 

coinfectados com HIV no país (Ministério da Saúde, 2017). Apesar de ainda 

expressivo, o Brasil vem apresentando uma discreta diminuição no número de 

casos de coinfecção LV/HIV, bem como da letalidade dessa associação 

(Ministério da Saúde, comunicação pessoal, 2019). No entanto, é preciso levar 

em consideração a possível ocorrência de subnotificações, uma vez que esses 

percentuais se referem apenas aos casos com manifestações clínicas da LV e 

que os casos assintomáticos da doença podem ser diagnosticados 

tardiamente, além de uma boa parcela dos pacientes com LV não ter 

investigação sorológica para o HIV (Lindoso et al. 2018).  

Em concordância com a expansão simultânea e sobreposição 

geográfica de ambas infecções, a maioria dos casos de associação LV/HIV no 

país ocorrem nas regiões Nordeste e Sudeste, especialmente nos estados do 
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Maranhão e Minas Gerais (Ministério da Saúde, 2017). Os grupos afetados são 

primariamente adultos jovens (20-49 anos) do sexo masculino, usuários de 

drogas injetáveis, que compõem uma categoria de exposição em constante 

expansão como fonte de transmissão, os quais acompanham os grupos de 

risco para a transmissão do HIV-1 (Ministério da Saúde, 2015). Adicionalmente, 

é cada vez mais comum que o diagnóstico das duas infecções ocorra de forma 

simultânea, com a LV sendo responsável pela abertura de caso (Ministério da 

Saúde, 2015). Por outro lado, a LV latente tem sido relatada em indivíduos 

infectados pelo HIV-1, conduzindo esses pacientes a um maior risco de 

recidivas da LV, sobretudo quando as contagens absolutas de linfócitos T CD4+ 

alcançam níveis <200 células/mm3, ou mesmo fazendo desses indivíduos 

possíveis reservatórios para Leishmania (Lindoso et al. 2018).  

Desta forma, do ponto de vista clínico, a coinfecção pelo HIV-1 acelera o 

desenvolvimento da LV ativa, resultando 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 HIV negativos (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. Em adição, em 

detrimento do grave prejuízo na resposta imunológica, bem elucidado no 

cenário de associação LV/HIV, pacientes coinfectados podem desenvolver, 

com certa frequência, manifestações clínicas incomuns e/ou disseminação da 

LV para sítios atípicos (pele, trato gastrointestinal, respiratório, cardíaco, renal, 

etc.), bem como diferir em termos de perfil de diagnóstico laboratorial, de 

resposta ao tratamento específico e especialmente na imunopatogênese. 

 
1.2 Aspectos imunopatogênicos da leishmaniose visceral 

Dependendo de fatores ligados a espécie de Leishmania, cepas do 

parasito, resposta imune do hospedeiro, hábitos do vetor e da própria interação 

parasito-hospedeiro, as leishmanioses podem ocorrer com diferentes formas 

clínicas. Desta forma, clinicamente, elas são classificadas em: leishmaniose 

tegumentar americana (LTA) e leishmaniose visceral (LV). 

A LV é a forma da doença que apresenta um acometimento sistêmico, 

uma vez que, no decorrer do ciclo de transmissão, as formas amastigotas de L. 
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(L.) infantum e L. (L.) donovani (no Velho Mundo) apresentam acentuado 

tropismo pelas células do sistema fagocítico mononuclear do baço, fígado, 

medula óssea e linfonodos. Desta forma, por envolver o comprometimento de 

múltiplos órgãos, a LV é definida como a forma mais grave e, possivelmente, 

fatal das leishmanioses, apresentando mecanismos imunopatogênicos 

bastante complexos. O fato deste parasito residir, primariamente, no interior de 

monócitos/macrófagos presentes nestes órgãos faz com que a doença progrida 

com um comprometimento subjacente dos mecanismos imunológicos de 

defesa do hospedeiro. Em associação, laboratorialmente, se observa uma 

hipergamaglobulinemia e a clássica pancitopenia, uma vez que o intenso 

parasitismo dos macrófagos pelo parasito leva à destruição e, primariamente, a 

uma tentativa de reposição dessas células. Em consequência, ocorre um 

desvio da produção de outras linhagens celulares pela medula óssea, como 

eritrócitos, neutrófilos e plaquetas, o que leva ao aparecimento de anemia, 

neutropenia e hemorragias. Adicionalmente, ocorre também desvio da 

produção de progenitores de linfócitos T, que em conjunto com outros 

mecanismos de morte celular induzida por ativação, contribui para uma 

importante linfopenia e comprometimento da resposta imune funcional 

específica para o parasito, caracterizando a LV como uma doença 

imunossupressora (Brodskyn & Kamhawi, 2018). Consequentemente a essa 

patogenia, as principais manifestações clínicas da LV que compõem a tríade 

clássica da doença são: febre persistente/crônica, hepatoesplenomegalia e 

perda de peso (caquexia) (Figura 4).  

 

 

 

 

Figura 4: Manifestações clínicas da leishmaniose visceral. Pacientes com 

leishmaniose visceral apresentando hepatoesplenomegalia característica da 

doença (Ministério da Saúde, 2006). 
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A imunossupressão na LV é observada na doença ativa e é específica 

para antígenos de parasito, uma vez que testes de hipersensibilidade do tipo 

tardia (teste de Montenegro) para esses antígenos se apresentam negativos 

nesta fase, diferente daqueles individuos com doença assintomática ou 

subclínica (Goto & Prianti et al. 2009; Brodskyn & Kamhawi, 2018). Além disso, 

na LV ativa também se observa uma diminuição da capacidade proliferativa de 

células T auxiliares mediante estímulo com antígenos do parasito in vitro, bem 

como da capacidade dessas células de produzir citocinas, como IL-2 e IFN-ɣ 

(Carvalho et al. 1985, 1989; Soong et al. 2012).  

No entanto, o prejuízo na resposta imune celular é revertido após o 

término do tratamento leishmanicida, evidenciado pela restauração da 

produção de IFN-ɣ, que se relaciona com controle da carga parasitária, e da 

capacidade linfoproliferativa (Carvalho et al. 1989; Brodskyn & Kamhawi, 2018). 

Além disso, a LV está associada à produção de IL-4 e, principalmente, de IL-10 

que pode atuar em sinergismo como cofatores para inibição da expansão de 

células do perfil Th1 e, consequentemente, da ativação de macrófagos pelo 

IFN-γ (Carvalho et al. 1994; Gautam et al. 2011; Costa et al. 2012). 

Nesse contexto, a função microbicida dos macrófagos pode ser 

comprometida pela imunossupressão, visto que essas células demonstram 

uma diminuição da expressão de moléculas do complexo de 

histocompatibilidade principal (MHC) de classe I e II, bem como da produção 

de IL-1β e TNF em resposta a estímulos. Diante disso, IFN-γ e IL-10 executam 

papéis centrais na infecção por L. infantum, uma vez que o balanço entre essas 

citocinas são essenciais para o controle da infecção (Brodskyn & Kamhawi, 

2018). Apesar do papel da IL-10 ser bem estabelecido na imunopatogênese da 

LV, a função protetora de IFN-γ ainda é um pouco controversa. Isso porque 

altos níveis séricos de IFN-γ, bem como de expressão do seu mRNA nos 

órgãos linfoides já foram demonstrados durante a LV ativa (Soong et al. 2012). 

Desta forma, apesar da clara evidência de que os antígenos de L. infantum são 

cruciais para o desenvolvimento da imunossupressão característica da LV 

ativa, muito sobre os mecanismos que conduzem a esse processo ainda 

permanece desconhecido.  

Paradoxalmente, a imunopatogênese da LV também cursa com um 

intenso grau de ativação do sistema imune, o qual tem se tornado cada vez 
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mais consistente. Santos-Oliveira e colaboradores (2011b) demonstraram que 

pacientes com LV ativa apresentaram percentuais elevados de linfócitos T 

ativados, e que tais percentuais permaneceram elevados mesmo após a 

remissão clínica da doença. Em outro estudo mais recente, também foram 

observados percentuais elevados de linfócitos CD4 e CD8 ativados ex vivo 

durante a LV ativa (Rodrigues-Neto et al. 2018). No entanto, quando essas 

células foram estimuladas com antígeno de Leishmania, esses percentuais de 

ativação celular foram mais baixos em comparação com aqueles de linfócitos 

provenientes de indivíduos em remissão clínica, corroborando com o perfil 

imunossupressor específico na fase ativa da LV (Rodrigues-Neto et al. 2018). 

Adicionalmente, outros estudos têm sugerido fortemente que a LV é 

caracterizada por uma resposta inflamatória sistêmica exacerbada, sobretudo 

na doença ativa, mediada por citocinas inflamatórias, tais como IL-8, TNF e IL-

6 (Araújo-Santos et al. 2017). Esse status inflamatório e ativado estaria 

associado à falência múltipla dos órgãos, fazendo da LV algo muito similar ao 

que ocorre na sepse, na malária e em outras doenças inflamatórias (Costa et 

al. 2010; Costa et al. 2013).  

Em relação ao perfil inflamatório, a fase ativa da LV tem sido 

caracterizada por um padrão misto de resposta dos perfis Th1 e Th2 (Goto & 

Lindoso, 2004; Goto & Prianti, 2009), uma vez que já foi descrito que pacientes 

com LV nesta fase apresentam níveis significativamente elevados tanto de IFN-

 e TNF como de IL-4 e IL-10 no soro, comparados com pacientes 

assintomáticos ou indivíduos saudáveis (Ansari et al. 2006; Khoshdel et al. 

2009, Costa et al. 2012). As principais fontes de produção de IFN- na LV ativa 

se encontram, possivelmente, nos órgãos linfoides, onde os parasitos 

proliferam (Goto & Prianti, 2009), e os elevados níveis dessa citocina podem 

estar relacionados com importantes alterações fisiopatológicas encontradas 

durante a doença ativa. Ao mesmo tempo, o aumento simultâneo dos níveis de 

IL-10 também na fase ativa da doença parece mascarar a resposta pro-

inflamatória do IFN-, contribuindo para o estabelecimento e progressão da LV 

(Costa et al. 2012). Desta forma, a imunopatogênese da LV está fortemente 

relacionada ao desbalanço inflamatório decorrente deste perfil misto de 

citocinas séricas presente em pacientes com a forma sintomática da doença. 
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Ainda no que se refere ao grau de ativação imune na LV, a intensa 

resposta inflamatória sistêmica já foi associada ao desenvolvimento de formas 

graves da doença, estando correlacionada a parâmetros de gravidade, como a 

coagulopatia e resposta de fase aguda (Costa et al. 2010). Costa e 

colaboradores (2013) demonstraram que altas concentrações de citocinas 

como IL-6, IL-8 e IFN-ɣ precederam o óbito de pacientes com LV ativa e, 

aliados aos níveis também elevados de TNF e IL-1β, estavam correlacionadas 

com parâmetros clínicos e laboratoriais associados com a progressão para a 

LV grave. Esses resultados reforçaram a hipótese de que a letalidade da LV é, 

muito provavelmente, o reflexo de uma resposta inflamatória sistêmica 

exacerbada. Além disso, em modelos animais, o estudo de estratégias 

terapêuticas com antagonistas de citocinas, por exemplo, pode apontar 

terapias adjuvantes para as formas mais graves da doença (Carvalho et al. 

1994; Costa et al. 2013). Adicionalmente, outros trabalhos também já 

demonstraram que além das citocinas, outras moléculas solúveis, tais como d-

dimeros, CD163 solúvel, neopterina e leptina podem estar associados a 

alterações clínico-laboratoriais e, portanto, poderiam ser bons preditores de 

gravidade e morte na LV (Costa et al. 2013; Silva et al. 2017; Kip et al. 2018; 

Cunha Fievez et al. 2019). 

Mais recentemente, nosso grupo avaliou o envolvimento da leptina na 

patogênese da LV humana (Cunha Fievez et al. 2019 – Anexo D). A leptina é 

uma proteína que, inicialmente, foi descrita em estudos sobre obesidade e 

diabetes, mas que atualmente tem apresentado um papel multi-fatorial 

importante na resposta imune (Naylor et al. 2016), e sua deficiência pode estar 

associada a maior suscetibilidade às doenças infecciosas (Maurya et al. 2018). 

Ela é produzida e secretada, principalmente, por adipócitos, e tem sido descrita 

como um hormônio regulador da função fagocítica, da secreção de citocinas 

inflamatórias, bem como da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), 

quimiotaxia de granulócitos, indução de uma resposta do perfil Th1(Maurya et 

al. 2018). Além disso, a deficiência nos níveis de leptina tem sido associada 

com atrofia tímica e uma resposta imune deficiente (Maurya et al. 2018). 

Losada-Barragán e colaboradores (2017) demonstraram que camundongos 

desnutridos infectados com L. infantum apresentam baixos níveis de leptina, ao 

lado de uma defiência em fatores quimiotáticos que afetam a migração de 
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timócitos no microambiente tímico, bem como de um aumento da carga 

parasitária no baço. Desta forma, no contexto da LV, a leptina tem 

demonstrado um papel importante e promissor no controle parasitário e, 

consequentemente, no bom prognóstico da doença (Shivahare et al. 2015; 

Maurya et al. 2016; Dayakar et al. 2016; Losada-Barragán et al. 2017).  

De fato, em nosso estudo, pacientes com LV na fase ativa apresentaram 

baixos níveis de leptina no soro, que se correlacionaram positivamente com as 

contagens absolutas de leucócitos e os níveis de albumina (Cunha Fievez et al. 

2019). Entretanto, um mês após o tratamento anti-Leishmania, os níveis de 

leptina aumentaram significativamente, alcançando valores similares ao 

indivíduos sadios (Cunha Fievez et al. 2019). Tal fato pode estar associado 

com a recuperação do estado imunológico que conduz ao controle parasitário 

nesses pacientes, resultando na manutenção da remissão clínica da LV. 

Alguns trabalhos têm demonstrado, in vitro e in vivo, que estratégias 

terapêuticas com leptina exógena podem desempenhar um papel 

imunomodulador na infecção por L. infantum ou L. donovani, conduzindo a uma 

imunidade protetora contra o parasito por induzir a atividade fagocítica de 

macrófagos, controlar a carga parasitária e mediar a indução de um perfil Th1 

de resposta (Maurya et al. 2016; Dayakar et al. 2016). Além disso, já foi 

descrito que a leptina pode regular a expressão de receptores inibitórios, como 

PD-1 e CTLA-4 (Dayakar et al. 2017), e até mesmo aumentar o potencial 

terapêutico de drogas leishmanicidas, como a mitelfosina (Shivahare et al. 

2015). 

O intenso grau de ativação na LV também pode estar relacionado a 

outros fatores, indiretamente relacionados à presença do parasito. 

Considerando que já foi evidenciada a presença de formas amastigotas em 

células do tecido linfoide associado à mucosa (Muigai et al. 1983; Luz et al. 

2010), acarretando possivelmente em dano intestinal, cogitou-se que a 

translocação de produtos microbianos do lúmen intestinal para a corrente 

sanguínea poderia consistir em um dos fatores envolvidos no intenso grau de 

ativação celular e comprometimento imunológico observados na LV. De fato, 

assim como já foi observado em outras infecções que também cursam com um 

processo de ativação imune crônica, entre elas a infecção pelo HIV-1 

(Brenchley et al. 2006), um estudo prévio do nosso grupo evidenciou a 
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presença de produtos de origem microbiana na circulação de pacientes de LV 

durante a doença ativa (Santos-Oliveira et al. 2011b).  

Desta forma, aliados aos percentuais elevados de linfócitos T ativados, 

já mencionados anteriormente, esses pacientes apresentaram níveis séricos 

elevados de lipopolissacarídeo (LPS) e do seu receptor, a molécula de CD14 

solúvel (sCD14), os quais se correlacionaram positivamente com o grau de 

ativação celular, citocinas inflamatórias e com a deficiência nas contagens 

absolutas de linfócitos T (Santos-Oliveira et al. 2011b). Esses achados 

sugerem fortemente que, associados aos antígenos de Leishmania, os 

produtos da translocação podem estar contribuindo para o grau de ativação 

celular e para “tempestade” de citocinas característica da LV. Visto isso, a 

associação de terapias antimicrobianas ao tratamento anti-Leishmania 

convencional, pode se mostrar promissora em reduzir o status imune ativado, 

influenciando positivamente no prognóstico da LV. 

Finalmente, essa intensa ativação imune crônica também tem sido 

descrita, de forma policlonal, para o compartimento de linfócitos B. Deste 

modo, altos títulos de anticorpos, sejam anti-Leishmania ou mesmo anticorpos 

com especificidade desconhecida, são encontrados no soro de pacientes com 

LV durante a doença ativa (Galvão-Castro et al. 1984; Atta et al. 2004; Saha et 

al. 2006; Goto & Lindoso, 2009). Alguns estudos têm evidenciado o papel dos 

linfócitos B e de moléculas associadas com sua ativação na imunopatogênese 

da LV. Por exemplo, os altos níveis de IgG sérica em camundongos infectados 

com L. donovani estavam associados aos níveis elevados de BAFF (do inglês, 

B-cell Activating Fator) (Omachi et al. 2017), uma molécula que regula o 

desenvolvimento e diferenciação das células B, e que pode estar envolvida não 

só com a intensa ativação dessas células na LV, como também ter um papel 

patológico na esplenomegalia característica da doença (Goto et al. 2014; 

Omachi et al. 2017).  

Além disso, algumas subclasses de IgG, tais como IgG1 e IgG3, além de 

se apresentarem em níveis elevados na LV e em manifestações atípicas da 

doença, como a PKDL (Leishmaniose Dérmica Pós-Kalazar), vêm sendo 

apontadas como importantes biomarcadores de prognóstico da doença (Ansari 

et al. 2008; Kip et al. 2015; Bhattacharyya et al. 2014). Mais recentemente, um 

estudo avaliou a aplicabilidade de um teste rápido para detecção de IgG1 no 
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monitoramento do status clínico de pacientes com LV após o tratamento 

leishmanicida, em termos de cura clínica, recidiva e desenvolvimento de PKDL 

(Marlais et al. 2018). Neste estudo, pacientes com PKDL ou que apresentaram 

recidiva da LV, ou mesmo pacientes assintomáticos que progrediram para a LV 

sintomática, foram positivos para IgG1 anti-Leishmania, tanto no teste rápido 

quanto por ELISA (Marlais et al. 2018). Por outro lado, pacientes após 6 meses 

de cura clínica da LV diminuíram significativamente os níveis de IgG1 em 

comparação a fase ativa da doença (Marlais et al. 2018). Todos esses estudos 

demonstram a importância da avaliação dos níveis de imunoglobulinas, 

apontando-as como possíveis preditores de prognóstico clínico no 

acompanhamento de pacientes com LV. 

Apesar de ainda pouco elucidado, o envolvimento das células B na 

patogênese da LV tem sido investigado em alguns trabalhos, principalmente 

pela identificação de subtipos de células B com características  

imunorregulatórias, ou àqueles que expressam altos níveis de moléculas 

relacionadas à ativação e exaustão. O papel regulador dessas células na LV 

vem sendo relacionado às altas frequências de células B produtoras de IL-10, 

que podem influenciar de forma importante na susceptibilidade ao parasito, 

sobretudo por regular a resposta imune dos linfócitos T (Moore et al. 2012; 

Bankoti et al. 2012; Andreani et al. 2015; Schaut et al. 2016). Além disso, 

poucos estudos têm evidenciado a ativação policlonal de células B através de 

uma análise fenotípica e funcional (Deak et al. 2010; Singh et al. 2019); esta 

tem sido inferida, principalmente, através da presença dos altos níveis de 

imunoglobulinas séricas. No entanto, todos esses estudos indicam que, de fato, 

existem alterações fenotípicas e um prejuízo funcional nessa subpopulação 

linfocitária durante a LV crônica, que podem acarretar consequências imuno-

patológicas na progressão da doença.   

 

1.3 Aspectos imunopatogênicos da infecção pelo HIV-1 

O Vírus da Imunodeficiência Humana do tipo 1 (HIV-1 - gênero 

Lentivirus, família Retroviridae, subfamília Orthoretrovirinae) tem como alvo as 

células que expressam em sua superfície a molécula CD4, bem como os 

receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR4 identificados como importantes 
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correceptores virais. São elas, linfócitos T CD4+, mas também monócitos, 

macrófagos, células dendríticas e células microgliais do sistema nervoso 

central. No entanto, pelo fato dos linfócitos T CD4+ serem as principais células-

alvo e exercerem papéis fundamentais no estabelecimento de uma resposta 

imune adaptativa funcional, o processo de imunopatogênese associada à 

imunossupressão da infecção pelo HIV-1 é resultado, principalmente, das 

alterações quantitativas e qualitativas dessas células.  

Nesse contexto, considerando o papel central que os linfócitos T CD4+ 

desempenham no desenvolvimento da resposta imune específica contra o 

vírus, pode-se afirmar que a perda progressiva no número destas células 

favorece o estabelecimento do quadro de imunodeficiência grave observada 

nesses pacientes (Pantaleo & Fauci 1996, Fanales-Belasio et al. 2010). Na 

ausência da cART, a maioria dos indivíduos positivos para o HIV-1 leva, em 

média, de 7 a 10 anos para apresentar os sintomas definidores de aids e são 

chamados de progressores típicos (Pantaleo & Fauci, 1996; Vergis & Mellors, 

2000). No entanto, os mecanismos fisiopatológicos envolvidos na progressão 

para a aids já se iniciam nas primeiras semanas pós-infecção.  

Dessa forma, refletindo o padrão clássico apresentado pelos 

progressores típicos na ausência de cART, o curso clínico natural da infecção 

pelo HIV-1 é marcado por diferentes fases (Lewis, 2014; Becerra et al. 2016), 

como pode ser observado na Figura 5. Uma fase inicial de aquisição, também 

conhecida como fase eclipse, que engloba eventos que vão desde a exposição 

ao vírus até o aparecimento da primeira viremia (níveis detectáveis de RNA 

plasmático no sangue), detectável por ensaio virológico ultrassensível. Nesta 

etapa da infecção surgem os sintomas inespecíficos agudos, semelhantes 

àqueles presentes na mononucleose ou em outras infecções virais. 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, as células dendríticas (DCs), que são sentinelas nos 

sítios estratégicos de transmissão como as mucosas, são as primeiras células 

a entrarem em contato com vírus e serem infectadas, podendo se constituir em 

reservatórios da infecção por diversos dias. Estas DCs infectadas podem 

transferir, de forma eficiente, partículas virais intactas para células T CD4+, 

amplificando o grau de infecção e o aumento da replicação viral. Os efeitos 
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dessa “trans-infecção” podem ser ainda mais críticos diante da intensa 

capacidade migratória das DCs que, consequentemente, podem entrar em 

contato com células T CD4+ em diversos sítios de mucosa e órgãos linfoides 

secundários (Manches et al. 2014). 

Logo após a fase eclipse, a viremia aumenta exponencialmente, 

caracterizando uma expansão e disseminação sistêmica do HIV-1, 

acompanhados por uma queda drástica nas contagens absolutas de linfócitos T 

CD4+ circulantes. Aproximadamente 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 perdurar por muitos anos. Desta forma, 

com o controle da viremia pós-infecção, se tem o estabelecimento da 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. Nessa fase se tem uma perda lenta e progressiva 

dos linfócitos T CD4+, cujos valores não serão mais recuperados na ausência 

da cART, associada à expansão simultânea 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 pelo comprometimento do estado geral do 

indivíduo infectado que, em consequência, progride para a fase de aids. Esta 

fase normalmente se estabelece quando as contagens absolutas de linfócitos T 

CD4+ atingem valores inferiores a 200 células/mm3. Assim, o aparecimento 

e/ou reaparecimento de infecções oportunistas, tal como a LV, ou mesmo de 

neoplasias, é favorecido por esse quadro de imunodeficiência grave. Dessa 

forma, a ausência da cART nessa fase da infecção pode culminar no óbito do 

indivíduo infectado.  
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Figura 5: Curso clínico natural da infecção pelo HIV-1 na ausência 
de terapia antirretroviral combinada (cART). 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, 2014. 

 

Os indivíduos infectados que não progridem para aids e mantêm 

contagens de células T CD4+ dentro da normalidade, com carga viral baixa em 

ausência de cART são chamados não-progressores de longo-termo ou 

controladores de elite (Lopez-Galindez et al. 2019). 

Assim, o monitoramento das contagens absolutas de linfócitos T CD4+, 

associado à quantificação dos níveis de carga viral permanecem como os 

principais parâmetros utilizados no acompanhamento da progressão da 

infecção pelo HIV-1 para aids (Summers & Armstrong, 2019). Embora, 

atualmente, as contagens de células T CD4+ não seja o único critério de 

indicação para introdução da cART, dado os benefícios de se iniciar a terapia 

logo após o diagnóstico da infecção pelo HIV (INSIGHT START Study Group et 

al. 2015), esses parâmetros ainda são decisivos para a administração de 

profilaxias específicas para as doenças oportunistas, além de permitir a 

avaliação da reconstituição imune pós-cART em pacientes infectados (Ford et 

al. 2017). 
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Outros mecanismos, que não apenas a infecção e morte direta das 

células T CD4+ pelo vírus, contribuem para a destruição progressiva dessas 

células (Doitsh & Greene, 2016). Isso pode ser indicado pelos seguintes fatos: 

além do HIV-1 não ser um vírus de natureza lítica, os pacientes infectados 

submetidos à cART e com níveis de carga viral indetectáveis podem ainda 

assim apresentar uma reconstituição imunológica deficiente e incompleta. Esse 

conhecimento apontou para a importância de se investigar os efeitos sobre o 

sistema imunológico, que estavam indiretamente relacionados à infecção viral 

(Doitsh & Greene, 2016).  

Dentre esses, já foi apontado o sequestro de células T para os órgãos 

linfoides secundários, que resulta em uma aparente depleção linfocitária na 

periferia (Bucy et al. 1999; Lederman & Margolis, 2008) e, consequentemente, 

altera o número e proporção dessas subpopulações na circulação. Além disso, 

as células T CD4+ infectadas podem ser destruídas pela resposta imune 

específica ao vírus proveniente de outros subtipos celulares, dentre eles, os 

linfócitos T CD8+ citotóxicos e as células natural killer, pelo processo de 

ativação bystander nos órgãos linfoides ou mesmo através do processo de 

citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) (McCune, 2001; Doitsh 

& Greene, 2016). Finalmente, tem sido amplamente considerado que a 

ativação crônica do sistema imune, por mecanismos diretamente relacionados 

à replicação viral ou não, pode ser responsável pela contínua depleção de 

células T CD4+ (Vijayan et al. 2017). Apesar desse processo de ativação imune 

estar diretamente relacionado com a intensa imunossupressão característica 

da infecção pelo HIV-1 (Douek et al. 2013; Krebs & Ananworanich, 2016), ele 

por si só tem se constituído em importante preditor de progressão para aids, 

mesmo em pacientes em uso de cART (Utay & Hunt, 2016; Zicari et al. 2019). 

A princípio, o grau ativação imune na infecção pelo HIV-1 parece não 

diferir daquele observado em outras infecções sistêmicas, refletindo o que é 

normalmente visto em uma resposta imune antiviral. Embora nas demais 

infecções a resposta imune tende a declinar ou ser adequadamente controlada 

após a eliminação do estímulo antigênico, na infecção pelo HIV-1 esse status 

de ativação persiste indefinidamente, dada a natureza crônica e persistente da 

infecção (Sauce et al. 2013; Paiardini & Muller-Trutwin, 2013). No entanto, o 

próprio estímulo antigênico que persiste em função da replicação viral residual 
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que ocorre, por exemplo, nos reservatórios virais (Mzingwane & Tiemessen, 

2017), não é o único fator que mantem esse grau de ativação imune crônica. É 

bem descrito que mecanismos indiretamente relacionados à infecção pelo HIV-

1 podem contribuir para a exacerbação desse grau de ativação imune (Sauce 

et al. 2013; Paiardini & Muller-Trutwin, 2013). Dentre esses, os níveis elevados 

de citocinas pró-inflamatórias, tais como TNF, IL-6, IL-1β e de quimiocinas, 

como RANTES, MIP-1α, MIP-1β e CXCL13 já foram diretamente implicados 

nesse processo (Taiwo et al. 2013; Grund et al. 2016; Younas et al. 2016; 

Richert et al. 2017; Mehraj et al. 2019).  

Nesse cenário, estudos in vivo e in vitro têm apontado as citocinas como 

importantes cofatores na regulação dos mecanismos imuno-virológicos 

associados com a persistência viral e com o grau de ativação na infecção pelo 

HIV-1 (Vandergeeten et al. 2012). Desse modo, as citocinas anti-inflamatórias 

podem contribuir para o estabelecimento da latência viral, ao inibir a resposta 

imune efetora e a replicação do vírus, criando, assim, um ambiente propício 

para a persistência do pool de células T CD4+ infectadas latentes, sobretudo no 

estabelecimento da fase crônica da infecção (Vandergeeten et al. 2012). Por 

outro lado, o estímulo de citocinas pro-inflamatórias pode favorecer a 

manutenção da replicação viral em baixos níveis (residual) nos tecidos 

linfoides, por induzir uma constante reativação viral em células T CD4+ 

residentes desses tecidos (Vandergeeten et al. 2012). Assim, enquanto a 

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

latência, os efeitos opostos podem contribuir para persistência do vírus ao 

promover a sua replicação contínua em baixos níveis nos reservatórios 

anatômicos do HIV-1. A consequência desses mecanismos é a persistência do 

estímulo antigênico mesmo após longo período de cART que, como um círculo 

vicioso, culmina no intenso status inflamatório e ativado sistêmico. 

Adicionalmente, durante o curso da infecção pelo HIV-1, a redução do 

número de linfócitos T reguladores também pode contribuir para o grau de 

ativação imune em pacientes sem terapia (Eggena et al. 2005; Paiardini & 

Muller-Trutwin, 2013). Além disso, já foi demonstrado um alto percentual de 

células T reguladoras em pacientes infectados pelo HIV-1 sob cART que 

exibiram contagens de linfócitos T CD4+ inferiores a 500 células/μL, sugerindo 

uma tentativa de contenção do grau de ativação por parte do sistema imune 
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(Piconi et al. 2011). No entanto, os estudos que avaliam a influência dessas 

células sobre a ativação imune na infecção pelo HIV-1 ainda são controversos 

(Paiardini & Muller-Trutwin, 2013), uma vez que também já foi demonstrada 

uma expansão simultânea e uma possível correlação entre células T 

reguladoras e células T ativadas no sangue periférico de pacientes infectados 

(Freguja et al. 2011; Saison et al. 2014). 

Outro mecanismo inerente ao status de ativação imune crônica e que 

está indiretamente relacionado à patogênese da infecção pelo HIV-1 consiste 

na passagem de produtos microbianos de origem luminal para a circulação 

(Brenchley et al. 2006; Zevin et al. 2016; Zicari et al. 2019). De fato, tem-se 

demonstrado que o trato gastrointestinal é particularmente afetado pela própria 

replicação viral e pela intensa ativação do sistema imune (Brenchley et al. 

2006; Zevin et al. 2016; Bandera et al. 2018; Younas et al. 2019), durante a 

infecção pelo HIV-1, ou pelo SIV (vírus da imunodeficiência símia) em macacos 

Rhesus (Hensley-McBain et al. 2018; Crakes & Jiang, 2019; O’Connor et al. 

2019). A princípio, o dano à barreira intestinal que conduz a um aumento da 

permeabilidade intestinal, caracterizado pela morte de enterócitos, pode ser 

mediado pelo próprio HIV, e/ou por mecanismos indiretos à replicação viral, 

dentre esses a perda de células Th17, cruciais na resposta a antígenos 

bacterianos e manutenção da homeostase intestinal, bem como infiltração de 

neutrófilos (Zevin et al. 2016).  

Além disso, no período inicial da infecção, ocorre uma destruição 

massiva de células T CD4⁺CCR5+ de memória presentes na mucosa intestinal. 

Essa perda é resultado direto da infecção pelo HIV-1, mas se mantém de forma 

constante ao longo de todo o curso da infecção (Brenchley & Douek, 2008). 

Adicionalmente, tais alterações imunológicas e também histológicas na mucosa 

intestinal fazem com que pacientes HIV positivos apresentem sintomas 

característicos de uma enteropatia, tais como diarreia, má absorção e presença 

de infiltrado inflamatório, além de atrofia das vilosidades e hiperplasia de 

criptas no tecido mucoso (Brenchley & Douek. 2008). Dessa forma, a depleção 

das células T CD4+ na mucosa intestinal, aliada aos outros danos observados 

no tecido linfoide associado à mucosa – MALT favorece a translocação de 

produtos derivados de bactérias gram-negativas presentes no lúmen intestinal 

para a circulação sistêmica (Brenchley & Douek, 2008), fazendo desse 



21 
 

fenômeno um dos principais mecanismos imunopatogênicos associados ao 

HIV-1, sobretudo no contexto de ativação imune crônica (Marchetti et al. 2013; 

Zevin et al. 2016; Tincati et al. 2016).  

Algumas moléculas têm sido avaliadas no contexto de translocação 

microbiana. Dentre essas, encontra-se a proteína IFABP (intestinal fatty acid 

binding protein), uma molécula localizada no citoplasma do enterócito e que 

aponta de forma indireta o dano intestinal, uma vez que sua liberação é 

dependente do comprometimento da célula (Lieberman et al. 1997). Já foi 

demonstrado que os níveis de IFABP além de estarem aumentados em 

pacientes infectados pelo HIV-1 (Steele et al. 2014; Siedner et al. 2018), se 

correlacionavam de forma negativa às contagens de linfócitos T CD4+ iniciais 

(nadir), sugerindo que quanto maior o dano intestinal, menor as contagens de T 

CD4+ antes do início da cART (Sandler et al. 2011). Os níveis de IFABP 

também estão aumentados em outras doenças infecciosas com acometimento 

do trato gastrointestinal, como demonstrado por nosso grupo nos pacientes 

com giardíase (Cascais-Figueiredo/Austríaco-Teixeira et al. 2019; Anexo E). 

Além disso, a translocação microbiana pode ser identificada por um 

aumento dos níveis plasmáticos de LPS (lipopolissacarídeo) nos indivíduos 

cronicamente infectados pelo HIV-1 (Brenchley et al. 2006). Tais níveis já foram 

associados ao aumento nos níveis de CD14 solúvel (sCD14), secretado por 

monócitos em resposta ao estímulo bacteriano (Brenchley et al. 2006; Steele et 

al. 2014; Siedner et al. 2018), bem como ao percentual elevado de linfócitos T 

fenotipicamente ativados (Brenchley et al. 2006). Os componentes bacterianos 

podem estimular as células da imunidade inata por meio dos seus ligantes de 

receptores tipo-Toll (TLRs) (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, culminando na ativação do fator transcricional NF-κB e na 

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

Essas citocinas, como já citado anteriormente, contribuirão para a persistente 

ativação imune observada durante a fase crônica da infecção pelo HIV-1. 

Além disso, os níveis de sCD14, por si só, já foram apontados como 

preditores de mortalidade em pacientes infectados pelo HIV-1 em uso de cART, 

independente das contagens de células T CD4+ e da carga viral (Sandler et al. 

2011). Em adição, a avaliação do microbioma intestinal (Dillon et al. 2014; 
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Bandera et al. 2018) e a quantificação plasmática do RNA ribossomal 16S 

bacteriano por PCR em tempo real (Kramski et al. 2011), respectivamente, 

também vêm sendo apontadas como importantes indicadores de alteração 

intestinal e de translocação microbiana na infecção pelo HIV-1. 

Em termos fenotípicos, esse ambiente de desorganização e ativação 

crônica do sistema imune pode ser reconhecido e identificado pelo aumento da 

expressão de moléculas nas superfícies celulares, sobretudo nos linfócitos T 

(Giorgi et al. 2002; Benito et al. 2004; Younas et al. 2016; Zicari et a, 2019). 

Essa expressão, em especial das moléculas CD38 e HLA-DR, vem sendo 

associada à progressão da infecção pelo HIV-1 para a aids, e a avaliação 

periódica desse fenótipo pode consistir em um bom biomarcador de 

monitoramento da infecção. A molécula CD38 é uma ectoenzima que, dentre 

outras funções, está envolvida na regulação do cálcio intracelular, de modo que 

sua diminuição estaria relacionada com respostas imunológicas prejudicadas e 

distúrbios metabólicos. Por outro lado, seu aumento na superfície celular é 

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

condições infecciosas, como o HIV-1, mas também em neoplasias de células 

B, tumores sólidos e diabetes tipo 2 (Quarona et al. 2013; Rodriguez-Alba et al. 

2019).  

Estudos têm demonstrado que a expressão de CD38, bem como a 

coexpressão do fenótipo CD38+HLA-DR+ em células T CD8+, aumenta 

progressivamente 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; Rodriguez-Alba et al. 2019), além de 

aumentar em duas vezes mais o risco relativo de progressão para a doença 

(Karim et al. 2012). Um status de ativação crônica inespecífica, observada 

através da hiperexpressão desses marcadores, particularmente entre os 

linfócitos T CD8⁺, parece também estar relacionada com o aumento nos níveis 

de citocinas pro-inflamatórias e com a indução danos histológicos e prejuízo 

funcional dos órgãos linfoides (Zicari et al. 2019). Assim, além de prejudicar de 

forma progressiva a organização funcional do sistema imune, esse grau de 

ativação imune crônica pode reduzir a capacidade regenerativa desse sistema 

e, consequentemente, favorecer a evolução viral e a progressão mais rápida 

para aids (Bartovská et al. 2011). 
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Finalmente, em associação à progressiva depleção e disfunção de 

células T, o braço humoral do sistema imune, definido pelo compartimento de 

células B, também cursa com um extenso comprometimento e disfunção no 

curso da infecção pelo HIV-1 (Amu et al. 2013). Esse comprometimento tem 

sido caracterizado não apenas pela hipergamaglobulinemia e pela intensa 

ativação policlonal de células B (Siewe & Landay, 2012), mas também pelo 

aumento da frequência do fenotípo de células B ativadas (Moir & Fauci, 2009; 

Amu et al. 2014; Yan et al. 2017). Além disso, semelhante ao que tem sido 

descrito para a hiperativação de linfócitos T, altos níveis de citocinas 

inflamatórias (IFN-α, TNF, IL-6, IL-10) e fatores de crescimento (fator de 

ativação de células B – BAFF) podem estar indiretamente relacionados com a 

intensa ativação de células B observada em indivíduos infectados pelo HIV-1 

(Siewe & Landay, 2012; Borhis et al. 2017). De forma interessante, o LPS 

resultante da translocação microbiana também já foi apontado como um fator 

adicional para a hiperativação de células B, possivelmente por mecanismos 

indiretos (Moir & Fauci, 2009). 

Adicionalmente, diversos estudos têm demonstrado a presença de 

outras subpopulações adicionais de células B no sangue periférico de 

pacientes infectados pelo HIV-1, as quais não estão normalmente presentes 

em indivíduos não infectados, e que devem contribuir de forma importante para 

a progressão da doença (Moir & Fauci, 2009; Moir & Fauci, 2014; Portugal et 

al. 2017). Uma alta frequência de subpopulações de células B imaturas 

(CD10++CD21low/hiCD27-) no sangue periférico de pacientes HIV positivos tem 

sido associada à intensa linfopenia de células T CD4+ induzida pelo vírus e ao 

aumento dos níveis séricos de IL-7 que, por sua vez, pode induzir a 

proliferação de precursores de células B (Malaspina et al., 2006).  

Por fim, 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). Em suma, todos esses achados são subjacentes às 

outras manifestações resultantes da replicação viral persistente, como a 

elevada frequência de células B hiperativadas e, consequentemente, de células 

B fenotípica-funcionalmente exaustas (Moir et al. 2008; Moir & Fauci, 2009). 
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Tais fatos refletem, mais uma vez, o prejuízo imunológico que, por si só, esse 

status cronicamente ativado causa no curso da infecção pelo HIV. 

 
1.4 Aspectos imunopatogênicos da associação leishmaniose 

visceral/HIV-1 (LV/HIV) 

Considerando a imunopatogênese de cada uma das infecções, se torna 

cada vez mais evidente o conceito de que as alterações imunológicas 

causadas por essas enfermidades podem afetar de forma sinérgica os 

pacientes coinfectados (LV/HIV). Nesse sentido, um dos marcos mais críticos 

da coinfecção LV/HIV consiste na grave imunossupressão e, paradoxalmente, 

na intensa ativação crônica do sistema imune que aliada à resposta pró-

inflamatória pode apresentar-se de forma potencializada, agravando a condição 

clínica dos pacientes coinfectados. 

Individualmente, sabe-se que a imunopatogênese da infecção pelo HIV-

1 ou pela L. infantum é profundamente dependente da resposta imune 

específica. Dessa forma, no contexto de associação Leishmania/HIV-1, o fato 

desses patógenos infectarem as mesmas células-alvo, e assim, 

comprometerem os mesmos compartimentos imunes, pode acarretar em 

prejuízos recíprocos sobre a resposta imune efetora e, consequentemente, 

sobre o controle de cada um dos patógenos (Alvar et al. 2008). De fato, 

estudos anteriores realizados in vitro já demostraram que a infecção pelo HIV-1 

induz o aumento da replicação da L. infantum no interior de macrófagos (Zhao 

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

também foi associada à redução da resposta específica de linfócitos T e a 

produção de IFN-γ frente aos antígenos de L. braziliensis (Da-Cruz et al. 1992, 

2006). 

Nesse cenário de desorganização do sistema imunológico e de depleção 

do pool de linfócitos T específicos, sobretudo devido à infecção viral, os 

mecanismos de controle ao parasito são gravemente comprometidos, 

contribuindo para a progressão da LV. De fato, pacientes infectados pelo HIV-

1, sobretudo aqueles com contagens de linfócitos T CD4+ <200 células/mm3, 

apresentam um alto risco de progressão para a LV sintomática (Lindoso et al. 

2018).  
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Além disso, ainda que a remissão clínica da LV seja alcançada após o 

tratamento anti-Leishmania, a parasitemia parece persistir, mesmo que de 

forma intermitente (Adriaensen et al. 2018). Esse controle ineficiente da 

replicação parasitária, particularmente em função da imunossupressão 

provocada pelo HIV-1, pode provocar uma carga parasitária mais elevada em 

comparação aos pacientes com LV sem HIV-1. Tais fatos conduzem a uma 

característica que se chama de “LV cronicamente ativa”, que associada ao 

grave comprometimento imunológico pode explicar a maior suscetibilidade à 

ocorrência de múltiplas recidivas da LV em pacientes coinfectados pelo HIV-1 

(Cota et al. 2011; Lindoso et al. 2018). Por fim, a replicação parasitária 

contínua na presença de terapia específica para Leishmania pode acarretar um 

aumento na resistência ao tratamento e maior ocorrência de falha terapêutica 

(Adriaensen et al. 2018) nesses pacientes. 

Em paralelo, a natureza crônica da estimulação imune induzida pela L. 

infantum pode induzir o aumento da replicação viral e expressão de provírus 

latente, sobretudo por comprometer expressivamente a resposta imune efetora, 

resultando em uma mais rápida progressão para aids (Adriaensen et al. 2018; 

Lindoso et al. 2018).  

Nesse contexto, têm sido propostos alguns mecanismos pelos quais a 

Leishmania pode influenciar o aumento da replicação viral e progressão para a 

aids. Um deles é o fato do parasito contribuir para o aumento da ativação 

celular e para um microambiente inflamatório que, por sua vez, aumenta a 

susceptibilidade das células-alvo à infecção (Zhao et al. 2004; Garg et al. 2009; 

Andreani et al. 2012). Nesse contexto, a molécula lipofosfoglicano (LPG) 

presente na superfície do parasito já foi apontada, em estudos in vitro 

anteriores, como uma das que contribui para o aumento da replicação viral, 

sobretudo via ativação do fator de transcrição NF-ƙB e consequente aumento 

da produção de TNF (Bernier et al. 1998; Wolday et al. 1999). Apesar desses 

achados, o papel do LPG na interação Leishmania-HIV-1 ainda é um pouco 

controverso, uma vez que já foi descrito que durante a fase inicial da infecção, 

o LPG inibe a entrada do vírus em macrófagos derivados de monócitos (MDMs) 

o que, consequentemente, resulta na redução da replicação viral (Garg et al. 

2008).  Por outro lado, em coculturas de células dendríticas humanas e 

linfócitos T CD4+ autólogos, já foi descrito que a presença de formas 
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amastigotas de L. infantum é capaz de promover o aumento da replicação viral, 

provavelmente por induzir a secreção de citocinas, como IL-6 e TNF, pelas 

células dendríticas (Garg et al. 2009). De fato, já foi demonstrado que 

pacientes coinfectados LV/HIV apresentaram níveis aumentados de TNF, que 

não foram reduzidos mesmo com uso da cART e após o tratamento anti-

Leishmania e, podem estar associados com a alta viremia e progressiva perda 

de linfócitos T CD4+ (Medrano et al. 1998; Lindoso et al. 2018). Todos esses 

dados apontam o envolvimento de fatores solúveis, sobretudo o TNF, nas 

importantes alterações virológicas e imunológicas ocorridas em pacientes 

coinfectados LV/HIV. 

Além dessas evidências de que a LV pode influenciar na carga viral dos 

pacientes coinfectados pelo HIV-1, já foi demonstrado que ela também 

contribui para a depleção das contagens de linfócitos T CD4+ (Vallejo et al. 

2015; Lindoso et al. 2018). Estudos anteriores do grupo demonstraram baixas 

contagens absolutas de linfócitos T CD4+ em pacientes coinfectados LV/HIV na 

fase ativa da LV e durante a remissão clínica, apesar do tratamento anti-

Leishmania e do uso da cART (Alexandrino-de-Oliveira et al. 2010; Santos-

Oliveira et al. 2010). Comprovando a potencialização desse agravo, tais 

contagens foram inferiores àquelas apresentadas por indivíduos 

monoinfectados pelo HIV-1 (Santos-Oliveira et al. 2010), sugerindo que a LV 

pode agravar a imunodeficiência causada pelo HIV-1 e isso estaria atrelado ao 

grau potencializado de ativação do sistema imune nos pacientes coinfectados 

(Santos-Oliveira et al. 2010). 

 Apesar da introdução da cART ter contribuído de forma incontestável 

para a redução da incidência de infecções oportunistas em pacientes HIV 

positivos, dentre essas as leishmanioses, ela por si só não tem sido capaz de 

restaurar a resposta imunológica em pacientes coinfectados LV/HIV de forma a 

torná-los aptos a controlar o parasito (Demarchi et al. 2012). Dessa forma, ao 

contrário do que é visto em outras doenças oportunistas associadas ao HIV-1, 

na coinfecção LV/HIV, a reconstituição imune pós-cART, vista pelas contagens 

de células T CD4+, se encontra gravemente prejudicada, mesmo na presença 

de carga viral indetectável (Adriaensen et al. 2018). Essa imunossupressão 

persistente pode ser indicada, por exemplo, pelo fato da síndrome inflamatória 
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da reconstituição imune (IRIS) pós-cART não ser tão comum nessa associação 

(Adriaensen et al. 2018). 

Ainda assim, alguns estudos in vitro têm demonstrado que os 

antirretrovirais da classe de inibidores de protease (IPs) apresentam efeitos 

inibitórios diretos sobre formas evolutivas de L. (L.) amazonensis, L. (V.) 

braziliensis e L. (L.) infantum (Adriaensen et al. 2018). Tais IPs parecem inibir a 

replicação das formas promastigotas e a proliferação das amastigotas no 

interior dos macrófagos, bem como impedir o desenvolvimento de lesão em 

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

efeitos inibitórios dos IPs sobre as formas evolutivas de L. infantum parecem 

ocorrer apenas quando essas eram isoladas de pacientes que não faziam uso 

da cART. Em outras palavras, quando a cepa de L. infantum era isolada de 

pacientes coinfectados submetidos à cART, nenhum efeito inibitório dos IPs 

pôde ser observado in vitro sobre as formas evolutivas do parasito (Santos et 

al. 2013). 

Embora ações benéficas dos IPs sobre um possível controle da 

Leishmania já tenham sido evidenciadas, a cART parece não ser capaz de 

prevenir as frequentes reativações, principalmente da forma visceral da doença 

(Cota et al. 2011). Nesse cenário de reativações da LV, mesmo com carga viral 

indetectável, a manutenção do tratamento anti-Leishmania, com o uso de 

profilaxia secundária, hipoteticamente poderia ser eficaz em diminuir as 

recidivas da doença nesses pacientes LV/HIV (Cota et al. 2011). Dessa forma, 

após o tratamento anti-Leishmania específico da fase ativa da LV, 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 atinge contagens absolutas de linfócitos T CD4⁺ inferiores a 

350 células/mm3, sendo comumente adotado um esquema com anfotericina B 

lipossomal, na dose de 200 mg/Kg, a cada duas semanas.  

Apesar desses regimes terapêuticos específicos, que visam tanto o 

controle do HIV-1 quanto da Leishmania, uma boa parcela dos pacientes 

LV/HIV ainda exibe frequentes episódios de recidivas da LV. Isso corrobora 

com a hipótese de que outros fatores, além do próprio vírus e do próprio 
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parasito, poderiam estar contribuindo para um prognóstico clínico ruim desses 

pacientes coinfectados LV/HIV.  

A ativação imune crônica, como mencionado anteriormente, é uma das 

principais características da infecção pelo HIV-1 e pela L. infantum, mesmo na 

presença de uma grave imunossupressão. Dessa forma, na coinfecção LV/HIV, 

o grau de ativação imune aliado à intensa resposta pró-inflamatória pode não 

só se apresentar de forma potencializada (Santos-Oliveira et al. 2010, 2013), 

como também pode se constituir em um importante cofator para o prejuízo 

imunológico que conduz a um histórico de frequentes recidivas da LV em 

pacientes coinfectados (Casado et al. 2015; Lindoso et al. 2018). Além da 

possibilidade desse fenômeno favorecer as reativações da doença, a ativação 

imune e o status inflamatório pode estar associada com a ocorrência de 

manifestações atípicas da LV, como a disseminação cutânea ou PKDL 

(Santos-Oliveira et al. 2011; Singh et al. 2018) ou mesmo evolução para LV 

grave (Costa et al. 2013). 

Estudos anteriores do nosso grupo avaliaram, de forma transversal, o 

grau de ativação celular em pacientes LV/HIV na remissão clínica da LV. De 

fato, esses pacientes apresentaram percentuais elevados de células T CD8+ 

expressando a molécula CD38, quando comparados, por exemplo, a pacientes 

coinfectados com a forma tegumentar da doença (Santos-Oliveira et al. 2010). 

Além disso, tais percentuais de células T ativadas estavam associados com as 

baixas contagens de linfócitos T CD4+, independentemente do uso da cART, de 

uma carga viral indetectável e da remissão clínica da LV pelo tratamento anti-

Leishmania (Santos-Oliveira et al. 2010).  

Esse status de ativação celular foi novamente confirmado pelo nosso 

grupo em 2013, ainda de forma transversal, em pacientes LV/HIV na fase ativa 

e na remissão clínica da doença, onde os pacientes já apresentavam carga 

parasitária baixa ou indetectável, aliada ao efetivo controle viral (Santos-

Oliveira et al. 2013). Posteriormente, Casado e colaboradores (2015), em um 

estudo retrospectivo, demonstrou que pacientes LV/HIV com história prévia de 

recidivas da LV, mas sem nenhuma evidência clínica/diagnóstica de LV ativa 

na admissão no estudo, apresentaram percentuais elevados de linfócitos T 

CD8+ ativados (CD38+HLA-DR+), em comparação aos demais grupos 

avaliados. Mais uma vez, estes percentuais de células T ativadas foram 
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independentes da supressão viral pela cART, além de serem mantidos mesmo 

na ausência de LV ativa no momento da admissão no estudo (Casado et al. 

2015). 

Todos esses resultados levantaram a hipótese de que a infecção por L. 

infantum não pode ser atribuída como o único cofator responsável pelo estado 

geral de ativação imune em indivíduos infectados pelo HIV-1. Nesse sentido, a 

translocação microbiana do lúmen intestinal para a corrente sanguínea, muito 

bem descrita na infecção pelo HIV-1, e também presente na LV, poderia se 

constituir como outro importante cofator para a manutenção de um alto grau de 

ativação em pacientes LV/HIV. De fato, altos níveis de LPS e sCD14 também 

puderam ser observados nesses pacientes LV/HIV previamente avaliados 

(Santos-Oliveira et al. 2013; Casado et al. 2015) e se correlacionaram 

positivamente com o percentual de linfócitos T CD8+ ativados e com os níveis 

de IL-6 e IL-8. 

Além disso, outros fatores solúveis associados à translocação 

microbiana e com dano intestinal, como o MIF (fator inibitório da migração de 

macrófagos liberado após estímulo com LPS) e o IFABP, também estavam 

elevados nos pacientes LV/HIV tanto na fase ativa quanto na remissão clínica 

(Santos-Oliveira et al. 2013), corroborando com essa hipótese. Tais achados 

reforçaram que a translocação microbiana pode contribuir para a manutenção 

do intenso grau de ativação celular e resposta pró-inflamatória podendo, assim, 

influenciar diretamente no comprometimento da resposta imune necessária ao 

controle parasitário (Santos-Oliveira & Da-Cruz, 2012). Esse conceito pode 

fazer da translocação microbiana um mecanismo adicional para explicar as 

frequentes recidivas da LV em pacientes coinfectados pelo HIV-1. 

Todos os resultados descritos acima foram obtidos de pacientes LV/HIV-

1 acompanhados de forma transversal. Portanto, o acompanhamento 

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

períodos após o tratamento anti-Leishmania tornara-se indispensável. Isso 

porque, de forma prospectiva, é possível investigar se tais parâmetros 

imunológicos podem se constituir em bons preditores de prognóstico clínico, 

em termos de recidivas ou não da LV, e de grau de comprometimento imune 

em pacientes LV/HIV.  
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Nesse contexto, a relação do grau de ativação imune com a evolução 

clínica na coinfecção LV/HIV foi previamente avaliada pelo nosso grupo. Neste 

estudo, um paciente LV/HIV, avaliado clínico-laboratorialmente por longo 

tempo, apresentou um episódio atípico de reativação cutânea da LV. Este 

paciente apresentou altos níveis de ativação linfocitária, durante a fase ativa e 

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

envolvimento desse fenômeno no comprometimento do controle parasitário a 

longo prazo. 

Diferentemente, no que se refere ao compartimento imune dos linfócitos 

B, pouco se sabe sobre o papel da ativação dessas células na associação 

LV/HIV. Assim como é visto na LV sozinha, uma ativação policlonal inferida 

pelos títulos séricos de Igs é o que predomina na elucidação dessa resposta 

(Pagliano & Esposito, 2017). Estudos que avaliaram outras formas clínicas de 

leishmaniose identificaram uma relação positiva entre a cura clínica da infecção 

causada por L. braziliensis e L. infantum, e o declínio dos títulos de subclasses 

de IgG (Fagundes-Silva et al. 2012; Bhattacharyya et al. 2014). Desse modo, 

tem sido sugerido que a manutenção de níveis elevados de anticorpos poderia 

ser uma maneira de predizer a reativação ou a evolução da doença para forma 

mais grave da LV. Aliado a esse fato, como já descrito anteriormente, estudos 

têm demonstrado a importância do papel da hiperativação e disfunção de 

células B na imunopatogênese da infecção pelo HIV-1. Diante disso, é 

importante elucidar o perfil de subpopulações de linfócitos B e o papel dessas 

células na imunopatogênese da associação LV/HIV, sobretudo no que se refere 

à interação T-B, com vistas a entender a sua influência na evolução e no 

prognóstico da LV.  

Finalmente, tem sido sugerido que esse status imune ativado pode 

afetar diretamente a função efetora dos linfócitos T, seja de forma quantitativa 

ou qualitativa. Sendo assim, da mesma forma que o grau de ativação pode 

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

imunológicas desse processo também podem estar gravemente intensificadas. 

Essa hipótese tem como base o fato de cada uma das infecções cursarem, 

comumente, com um processo de exaustão crônica do sistema imune, como 

consequência da ativação imune de natureza crônica, bem caracterizada na 

infecção pelo HIV-1 e, mais recentemente na LV. 
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1.5 Consequências imunológicas do grau de ativação imune crônica e 

sua influência sobre a imunopatogênese da coinfecção leishmaniose 

visceral/HIV-1 (LV/HIV) 

1.5.1 Imunosenescência e exaustão dos recursos imunes primários 

Verifica-se com o envelhecimento, um processo natural do organismo de 

deterioração da competência imune, como consequência dos sucessivos 

momentos de ativação celular ao longo da vida. Isso explica, parcialmente, a 

morbi-mortalidade aumentada entre indivíduos idosos que não são acometidos 

por imunodeficiências de qualquer natureza (Pawelec & Gupta, 2019). De 

forma análoga, devido ao intenso grau de ativação imune observado na 

infecção pelo HIV-1, observa-se uma progressão mais rápida para o 

envelhecimento do sistema imunológico em indivíduos HIV positivos (Appay & 

Sauce, 2017). Tal fato faz com que esses indivíduos exibam de forma mais 

grave e antecipada, características imunológicas apresentadas apenas por 

adultos em idades mais avançadas (Appay & Sauce, 2017). Este processo 

denomina-se imunosenescência e pode se manifestar de maneira clonal, com a 

perda funcional de clones específicos para o vírus, e/ou global, com a exaustão 

de compartimentos imunes centrais, como timo e medula óssea (Appay et al. 

2007). 

A intensa ativação imune crônica e a resposta inflamatória, além de 

favorecerem a replicação viral e apoptose de células T CD4+, vêm sendo cada 

vez mais associadas com esse envelhecimento sistêmico, que resulta na 

deterioração de diversas funções fisiológicas em indivíduos infectados pelo 

HIV-1 (Sokoya, 2017). Sabe-se que 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 

associada a 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, e também na LV, ocorre a produção e/ou o acúmulo 

excessivo desses mediadores, acarretando em um grave comprometimento 

imunológico. Tais fatores também podem ser encontrados em altas 

concentrações séricas em indivíduos com idade mais avançada, muitas vezes 

como resultado da infecção por CMV, por exemplo, e desempenham um papel 
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crucial no processo de envelhecimento imunológico (Pawelec & Grupta, 2019). 

Esse processo é conhecido como um envelhecimento inflamatório 

(“inflammaging”), sendo caracterizado pela hiperregulação de respostas anti-

estresse e produção de citocinas pró-inflamatórias (Pawelec & Grupta, 2019). 

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 et al. 2013). 

Assim, esses indivíduos permanecem com um alto risco de desenvolver 

degeneração, prejuízo funcional, bem como doenças não-definidoras de aids, 

apesar da submissão à cART (Sokoya, 2017). Estas complicações não-aids 

incluem as doenças cardiovasculares, malignidades não-aids, falência renal e 

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 têm sido 

constantemente associados com a ativação crônica sistêmica e status 

inflamatório (Desai e Landay, 2010). Esses últimos, por sua vez, são as 

principais causas de proliferação celular acelerada, expansão e morte de 

células T, inclusive de células T específicas ao vírus (Grossman et al. 2006). 

Além disso, essas células T ativadas sofrem sucessivas expansões clonais em 

resposta ao estímulo viral persistente, resultando na diferenciação e acúmulo 

de células T senescentes não-funcionais (Gianesin et al. 2016). Assim, esse 

processo está diretamente relacionado ao intenso turnover de células T, 

mediante o grau de ativação celular, e o número de divisões celulares, devido à 

persistente estimulação antigênica.  

A imunosescência tem sido caracterizada pela presença de inúmeros 

clones de células T CD4+ e T CD8+ terminalmente diferenciados que podem ser 

reconhecidos através de diversos marcadores fenotípicos e funcionais (Xu & 

Larbi, 2017). Inicialmente, as células T senescentes foram reconhecidas pelo 

fenótipo CD27-CD28- (Papagno et al. 2004), cujas subpopulações tendem a 

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

menor diversidade do repertório de células T (TCR) e maior suscetibilidade à 

morte induzida por ativação (Appay et al. 2007). Mais recentemente, o 

processo de senescência replicativa também tem sido identificado através da 

expressão da molécula CD57 na superfície das células T (Brenchley et al. 
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2003, Xu & Larbi, 2017; Henriquez et al. 2019). Essas células T CD57+ também 

apresentam perda da capacidade replicativa e maior suscetibilidade à morte 

celular induzida por ativação (Brenchley et al. 2003; Palmer et al. 2005). A 

presença ou ausência, respectivamente, das moléculas CD45RA/CD45RO, em 

associação a esses marcadores descritos anteriormente, definem as chamadas 

células T efetoras terminais, que também demonstram déficit na capacidade 

proliferativa e de produção de citocinas (Xu & Larbi, 2017; Henriquez et al. 

2019).  

De uma maneira geral, a presença deste fenótipo senescente 

desempenha um papel importante na imunopatogênese da infecção pelo HIV-1 

e são usados como marcadores de imunosenescência em indivíduos 

infectados (Appay & Sauce, 2017). Diante desse cenário, indivíduos infectados 

tendem a perder o controle da resposta imune ao vírus, que não é eliminado 

apesar da presença de células T CD8+ específicas diferenciadas (Appay & 

Rowland-Jones, 2002). Além disso, esses indivíduos HIV positivos também 

passam a apresentar maior suscetibilidade a outras doenças infecciosas 

oportunistas, dentre elas a LV que pode, por sua vez, acelerar/potencializar o 

processo de ativação celular e envelhecimento da população de células T. 

Ainda são poucos os trabalhos que descrevem uma relação entre o 

status de ativação observado na LV e a exaustão crônica do sistema imune, 

capaz de exercer um papel importante na patogênese da doença. Entretanto, 

assim como já descrito para a infecção pelo HIV-1 (Yasuma-Mitobe & 

Matsuoka, 2018), essa exaustão foi identificada na LV humana (Gautam et al. 

2014), bem como na LV canina (Chiku et al. 2016; Oliveira Silva et al. 2019) e 

na LV experimental (Habib et al. 2018) através do aumento da expressão 

fenotípica de moléculas com atividade inibitória, como PD-1 e CTLA-4, 

sobretudo em linfócitos T CD8+. O PD-1 é um receptor inibitório da família do 

CD28, que se encontra na superfície de linfócitos T, B, monócitos e células 

NKT após ativação (Saresella et al. 2012). Ambos PD-1 e CTLA-4 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. 2014). Essa exaustão celular na LV já foi demonstrada em 

ambas as subpopulações de linfócitos T, e se caracteriza por um prejuízo 

funcional devido a uma diminuição na capacidade proliferativa e de produção 
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de IFN-ɣ em resposta aos antígenos de L. infantum (Esch et al. 2013). No 

entanto, o bloqueio da via PD-1/PD-L1 (ligante de PD-1) tem mostrado uma 

reversão desse cenário, resultando no aumento da capacidade proliferativa 

frente ao antígeno específico, restauração da resposta Th1, com produção de 

IFN-ɣ, e aumento na atividade citotóxica (Grabmeier-Pfistershammer et al. 

2017; Habib et al. 2018). Dessa forma, por melhorar a função efetora das 

células T específicas, o bloqueio dessas moléculas inibitórias pode consistir em 

estratégia terapêutica promissora para restaurar, pelo menos parcialmente, o 

estado imunológico de indivíduos cronicamente infectados. 

Além das alterações fenotípicas, células T senescentes apresentam um 

encurtamento do comprimento do telômero, tornando-o um marcador clássico 

de senescência celular sendo, comumente, usado como um indicador da idade 

biológica dos indivíduos (Appay & Sauce, 2017; Xu & Larbi, 2017). O 

encurtamento do comprimento do telômero ocorre a cada divisão celular, como 

consequência da contínua replicação das células T e/ou redução da atividade 

da telomerase (Xu & Larbi, 2017), enzima envolvida na manutenção do 

comprimento do telômero. Tal encurtamento pode causar uma instabilidade no 

cromossomo, conduzindo a uma parada na proliferação e/ou apoptose celular 

(Hodes et al. 2002). Além disso, a atividade da telomerase é diminuída com a 

estimulação do sistema imune, comprometendo a capacidade replicativa das 

células T específicas senescentes (Plunkett et al. 2007).  Na infecção pelo HIV-

1, o comprimento do telômero tem sido amplamente avaliado como medida de 

senescência replicativa (Appay & Rowland-Jones, 2002; Gianesin et al. 2016), 

de modo que a sua redução mais rápida em PBMC ou células T de indivíduos 

HIV positivos é sugestiva de envelhecimento imunológico acelerado (Appay & 

Sauce, 2017) e capacidade proliferativa reduzida de células T específicas ao 

vírus. 

Esse quadro pode se apresentar de forma ainda mais grave quando 

ocorre a perda irreversível de uma subpopulação de clones específicos ao 

vírus, por exemplo, através de morte por apoptose induzida pela ativação 

(Brenchley et al. 2003; Appay et al. 2007). Desta forma, a depleção ou não-

responsividade desses clones capazes de reconhecer importantes epítopos 

virais, pode ajudar a explicar a perda do controle da replicação viral e 

progressão mais rápida para aids (Appay et al. 2008).  
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Além disso, dependendo da especificidade que é perdida, pode ocorrer 

um comprometimento da resposta imune frente a outros patógenos, como a 

própria Leishmania, o que seria crítico no cenário de associação LV/HIV. No 

entanto, esse processo de exaustão clonal não se resume apenas na perda de 

clones de células T específicas. De uma forma geral, tem sido observado um 

direcionamento para um estado oligoclonal e senescente, com o acúmulo de 

células com características de “terminalmente diferenciadas”, que diante do 

comprometimento global do status imunológico do indivíduo infectado, 

dificilmente serão substituídas por um pool de novas células T naive capazes 

de responder à infecção (Papagno et al. 2004). 

Nesse cenário, a exaustão dos recursos imunes primários tem-se 

destacado como um importante cofator que contribui para a manutenção desse 

estado geral de imunosenescência em infecções crônicas, como pelo HIV-1. 

Normalmente, seria esperado que o sistema imune fosse capaz de substituir 

esse pool de células T senescentes, bem como compensar a intensa depleção 

periférica das células T CD4+, reconstituindo a periferia com novas células T 

que irão compor um repertório celular com novas e diferentes especificidades. 

No entanto, pacientes HIV positivos, semelhante a indivíduos idosos, 

apresentam um prejuízo na função do timo e da medula óssea, caracterizado 

por uma limitação dos recursos imunes primários, levando a alteração da 

homeostase imunológica, e perda da capacidade de renovação das células T 

pelo timo (Douek et al. 1998; Molina-Pinelo et al. 2009), bem como de linfócitos 

B (Quiros-Roldan et al. 2012). Todo esse processo pode culminar na perda do 

equilíbrio entre resposta imune específica e a viremia residual, com súbito 

aumento da carga viral e da depleção das poucas células T CD4+ ainda 

existentes. Esse colapso imunológico, comumente, irá resultar na perda da 

capacidade de controlar o aparecimento e/ou reaparecimento de qualquer outra 

patologia, caracterizando o estado de aids.  

O papel central do timo na imunopatogênese da infecção pelo HIV-1 tem 

sido muito bem reconhecido, de modo que, qualquer alteração na 

funcionalidade tímica conduz a um desequilíbrio na geração de novas células T 

e, consequente, um prejuízo na reconstituição imunológica (Savino et al. 1986; 

Douek et al. 1998; Kolte, 2013). Diversos fatores podem implicar nesse 

comprometimento tímico, portanto na reconstituição periférica com um pool de 
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novas células T. Dentre eles, a infecção e morte de timócitos e de células 

estromais tímicas pelo HIV-1, assim como a infecção de células-tronco 

hematopoiéticas, a atrofia tímica acelerada (em um nível similar aos indivíduos 

idosos), os efeitos de citocinas proinflamatórias (TNF) e do intenso grau de 

ativação, que conduzem à destruição da arquitetura do tecido linfoide tímico 

pelo processo fibrótico (Savino et al. 1986; Ye et al. 2004; Young & Angel, 

2011; Fiume et al. 2015; Furler et al. 2019). 

Diante disso, a análise do output tímico em indivíduos infectados pelo 

HIV-1 tem sido a principal maneira de se avaliar a função tímica, que pode ser 

acessada de forma acurada pela a identificação dos chamados emigrantes 

tímicos recentes (ETRs), que são as células T recém-geradas e exportadas do 

timo. A detecção e quantificação desses ETRs em pacientes HIV positivos 

ajudam a determinar se a repopulação de células T naive e, 

consequentemente, a diversidade do repertório de células T na periferia, 

sobretudo após a admissão da cART, são frutos de uma contribuição direta do 

timo (Douek et al. 1998).  

A caracterização fenotípica desses ETRs é controversa, uma vez que, 

identificá-los apenas pela expressão de marcadores de células T naive não é 

uma medida fidedigna de avaliação da função tímica. Isso porque tem sido 

descrito que células T naive podem se replicar na periferia, na ausência de 

estímulo, sem perder a expressão dos seus marcadores, além de se manterem 

quiescentes durante uma vida-útil longa; e por esses motivos não podem ser 

consideradas ETRs (Kolte, 2013).  

Mais recentemente, a expressão da molécula CD31, também conhecida 

como PECAM-1, tem sido sugerida para identificação de ETRs dentro do pool 

de células T CD4+ naive, uma vez que apresentam conteúdo de TREC (do 

inglês TCR rearrangement excision circles,) mais elevado do que as células T 

CD4+ naive CD31- (Kolte, 2013). A avaliação dos ETRs pela expressão de 

CD31 tem demonstrado que indivíduos infectados pelo HIV-1 apresentam 

baixos percentuais dessas células, os quais foram associados com o grau de 

ativação celular, as baixas contagens de células T CD4+ e com a progressão 

para doença (Zakhour et al. 2016; Manjati et al. 2016). 

No entanto, a medida mais acurada e comumente utilizada para avaliar a 

capacidade tímica de repopular a periferia com novas células T consiste num 
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ensaio desenvolvido por Douek e colaboradores (1998). Através desse ensaio 

pode-se estimar o chamado output tímico em amostras clínicas quantificando-

se os círculos de DNA epissomais, gerados durante o processo de rearranjo 

dos genes do receptor de células T (TCR), denominados círculos de excisão do 

rearranjo do TCR (TREC), já mencionados acima. Estes fragmentos de DNA 

são estáveis, não se duplicam durante a mitose e, portanto, são diluídos a cada 

ciclo celular. Os TRECs são produzidos a partir do rearranjo dos genes TCRA e 

TCRB e, então, estão presentes apenas nas células que expressam o TCR-αβ 

(células Tαβ) (Douek et al. 1998).  

Diante disso, a avaliação dos níveis de TREC vem sendo utilizada de 

forma bem-sucedida em diversas situações em que a função tímica pode estar 

afetada, tais como: a identificação e caracterização das imunodeficiências 

primárias, por exemplo, em programas de screening de recém-nascidos, e 

também nas imunodeficiências adquiridas, emergindo como um importante 

biomarcador de output tímico e prognóstico em indivíduos infectados pelo HIV 

(Douek et al. 2000; Serana et al. 2013; Rb-Silva et al. 2019). 

A homeostase da população de células T do sangue periférico é, 

relativamente, mantida por toda a vida de um indivíduo saudável, devido à 

contínua reposição tímica e proliferação de células T já existentes na periferia. 

O conteúdo de TREC em células TCD4+ e TCD8+ de doadores saudáveis 

declina de forma exponencial com o avanço da idade, mas ainda assim é 

possível identificar a presença de células TREC+ na periferia, em níveis 

significativamente superiores a indivíduos timectomizados ou infectados pelo 

HIV, o que reflete uma reposição tímica sustentada (Douek et al 1998; Somech, 

2011; Verstegen et al. 2019). Estes estudos apontam que a involução tímica 

em consequência da idade afeta a timopoiese, principalmente, de forma 

quantitativa e não qualitativa, possivelmente, devido à história de replicação 

das células T ao longo da vida (Pinti et al. 2010; Somech, 2011; Verstegen et 

al. 2019), demonstrando que os timócitos adultos ainda passam por rearranjo 

gênico e que o timo retém a capacidade funcional de gerar novas células T 

para a periferia. 

De forma precoce e agravada, diversos estudos vêm demonstrando que 

indivíduos infectados pelo HIV-1 apresentam diminuição do conteúdo de TREC 

em células T naive do sangue periférico, assim como tem sido observado em 
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macacos infectados com o SIV (Douek et al. 1998, 2000; Hatzakis et al. 2000; 

Sodora et al. 2002; Gaardbo et al. 2013; Ferrando-Martinez et al. 2017; Rb-

Silva et al. 2019). Em todos esses estudos, tal diminuição no output tímico 

geralmente está correlacionada a uma baixa reconstituição imunológica e, 

consequentemente, com as baixas contagens de células TCD4+, perda do 

controle da viremia e uma progressão mais rápida para a aids. 

A introdução da cART tem contribuído para um aumento dos níveis de 

TREC em PBMCs ou em células T CD4+ e CD8+ naive do sangue periférico, 

sobretudo entre os pacientes HIV positivos com boa resposta à terapia (Douek 

et al. 2000; Ribeiro & Boir, 2008; Kingkeow et al. 2015; Ferrando-Martinez et al. 

2017; Rb-Silva et al. 2019), sugerindo que o timo pode contribuir para a 

reconstituição imune pós-cART. De fato, a maioria dos indivíduos infectados 

pelo HIV-1 mostra um aumento importante na reconstituição imune nos 

primeiros meses após a admissão da cART, normalmente, com um rápido 

aumento das contagens de células T CD4+, seguido por um aumento mais 

lento em direção a um platô. Dessa forma, a manutenção e/ou retorno da 

atividade timopoiética nesses indivíduos com boa resposta à cART pode estar 

contribuindo para a recuperação da resposta proliferativa de células T frente 

aos antígenos, bem como para a constituição do repertório dessas células na 

periferia (Kolte, 2013). 

Similar ao que é visto na infecção pelo HIV-1, a imunopatogênese da LV 

também é bastante complexa e compromete diferentes órgãos linfoides, 

principalmente a medula óssea (Saha et al. 2006). Dessa forma, o fato da LV 

cursar com um prejuízo da resposta imune efetora específica aos antígenos L. 

infantum ao lado de uma ativação crônica, pode contribuir para um efeito 

sinérgico sobre o comprometimento do sistema hematopoiético, diante de um 

cenário de associação LV/HIV. Tal comprometimento, por sua vez, pode afetar 

a liberação de precursores de linfócitos T que completarão sua maturação no 

timo e constituirão novos clones na periferia.  

Além disso, o prejuízo na reconstituição de células T durante a infecção 

pelo HIV-1 (Douek et al. 2000), quimioterapia, transplante de medula óssea 

(Castermans et al. 2011) e, possivelmente, em outras infecções que possam 

afetar a medula óssea, como a LV (Saha et al. 2006), pode ser agravado pela 

involução tímica decorrente do envelhecimento natural. Dessa forma, é 



39 
 

importante destacar que na coinfecção Leishmania/HIV-1, o efeito da involução 

tímica natural cursa ao lado das possíveis consequências do intenso processo 

de ativação do sistema imune sobre o timo. Sendo assim, espera-se um grave 

comprometimento na reconstituição imune, no fornecimento de um repertório 

diverso de células T capazes de responder a potenciais neoantígenos, bem 

como na recuperação de especificidades clonais, perdidas pela depleção de 

células T e/ou pelo processo de exaustão imune (Appay et al. 2008; Sokoya et 

al. 2017). 

Em suma, principalmente, devido ao comprometimento da medula 

óssea, bem estabelecido na LV, e ao elevado grau de ativação linfocitária 

causada por ambas infecções (Goto & Prianti, 2009; Douek et al. 2009; Santos-

Oliveira, 2010), os pacientes coinfectados LV/HIV podem apresentar uma 

potencialização no prejuízo da função tímica, com deficiência de liberação de 

novos progenitores de linfócitos T para maturação no timo. Estudos anteriores 

do grupo já demonstraram que indivíduos LV/HIV não recuperavam suas 

contagens de linfócitos TCD4+, mesmo após o tratamento leishmanicida, e uso 

da cART (Alexandrino-Oliveira et al. 2010; Santos-Oliveira et al. 2010), 

sugerindo um possível comprometimento timopoiético como um mecanismo 

contribuinte para esta deficiência. 

 
1.5.2 Alterações no perfil de mobilização do repertório Vβ de células T 

(TCRVβ) periféricas 

Outra consequência resultante da exaustão dos recursos imunes 

primários, a qual pode ser considerada primariamente de natureza qualitativa, 

são as perturbações no repertório Vβ do receptor de linfócitos T (TCRVβ). O 

repertório de células T é determinado pela diversidade genética e antigênica do 

seu receptor de antígenos, o TCR. O TCR é um heterodímero composto por 

uma cadeia alfa (α) e uma cadeia beta (β), covalentemente ligadas por uma 

ponte dissulfeto, sendo expresso pela maioria dos linfócitos T (90-99%), que 

incluem ambas subpopulações de células T CD4+ e T CD8+. Cada uma dessas 

cadeias α e β apresentam um domínio variável (V) e um domínio constante (C). 

A justaposição das regiões variáveis (V) das cadeias α e β compõe o sítio de 

ligação e reconhecimento antigênico, através da sua ligação ao complexo 

peptídeo-MHC. 
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Os TCRs são gerados pelo processo de recombinação somática dos 

diferentes segmentos gênicos durante a ontogenia dos linfócitos T, também 

conhecido como rearranjo V(D)J, a partir do qual também são gerados os 

TRECs. A porção variável da cadeia α é formada pelo rearranjo dos segmentos 

V (variável) e J (juncional), enquanto a cadeia β é formada pelo rearranjo dos 

segmentos V, D (diversidade) e J. Existem cerca de 70-80 segmentos Vα e 65 

segmentos Vβ, que são agrupados em famílias de acordo com o grau de 

identidade da sequência de nucleotídeos (Kimura et al. 1987, Rowen et al. 

1996). Após os processos de rearranjo, maturação e seleção tímica, os 

linfócitos T maduros irão migrar para os órgãos linfoides periféricos, onde 

constituirão o chamado repertório de células T. Dessa forma, vale ressaltar que 

uma possível disfunção tímica, como explorado anteriormente, pode afetar a 

diversidade desse repertório de células T, a qual está diretamente relacionada 

à capacidade de iniciar uma resposta imune frente a uma variedade de 

diferentes antígenos (Brazin et al. 2015).  

A avaliação do repertório de células T tem se baseado no estudo das 

famílias que constituem a porção variável da cadeia β, que iremos nos referir 

como famílias Vβ. A análise do repertório Vβ de células T (TCRVβ) no sangue 

periférico, seja por biologia molecular ou por citometria de fluxo, pode fornecer 

fortes evidências de clonalidade, especialmente quando se observa um perfil 

de expansão monoclonal, ou seja, com a expressão dominante de uma 

determinada família Vβ (Salameire et al. 2012). Nesse contexto, perturbações 

no repertório TCRVβ têm sido relacionadas à imunopatogênese de diversas 

doenças, tais como câncer (Salameire et al. 2012; Yan et al. 2019); artrite 

reumatóide (Chang et al. 2019); comorbidades hematológicas (Plasilova et al. 

2003); doença de Chagas (Costa et al. 2000; Fernandez-Mestre et al. 2002; 

Menezes et al. 2004); leishmanioses (Uyemura et al. 1993; Clarêncio J et al. 

2006; Ferraz et al. 2015); e HIV/Aids (Soudeyns et al. 1993; Pantaleo et al. 

1994; Giacoia-Gripp et al. 2005; Kolte, 2013; Heather et al. 2016). 

Durante a fase aguda da infecção pelo HIV-1, sabe-se que a expansão 

de células T CD8+ citotóxicas específicas para o vírus está associada com uma 

diminuição da viremia e, a princípio, com um controle da replicação viral. No 

entanto, ainda é possível que a doença progrida, sugerindo que essa resposta 

imune primária capaz de controlar a replicação viral pode não ser suficiente 
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para promover um curso clínico favorável (Pantaleo et al. 1994). Já está bem 

estabelecido que a infecção pelo HIV-1 induz importantes perturbações no 

repertório TCRVβ durante as fases aguda e crônica da infecção, com uma 

redução considerável da diversidade, sobretudo pela exaustão de clones 

específicos para o vírus (González-Serna et al. 2013; Heather et al. 2016). 

Dessa forma, deleções de determinadas famílias Vβ já foram correlacionadas 

com percentuais elevados de ativação e exaustão de células T CD8+, podendo 

ser, então, resultado de um nível acelerado de apoptose (González-Serna et al. 

2013) o que, consequentemente, pode comprometer a resposta imune efetiva e 

diversa aos antígenos virais. Por outro lado, as expansões de determinadas 

famílias Vβ podem estar relacionadas com um repertório mais diverso e 

funcional quanto à capacidade de controlar o antígeno (González-Serna et al. 

2013). 

De fato, um dos estudos pioneiros que avaliou o repertório TCRVβ de 

indivíduos HIV-positivos na fase aguda da infecção sugeriu que diferenças 

qualitativas nesse repertório poderiam estar envolvidas nessa resposta, 

indicando a existência de pelo menos três perfis diferentes de expressão das 

cadeias Vβ do TCR. Foram, então, identificados um perfil monoclonal, com a 

expressão dominante de apenas uma família Vβ; um perfil oligoclonal, com a 

expansão de duas ou mais famílias Vβ; e um perfil policlonal, com a expansão 

de várias famílias Vβ ou ainda a ausência de qualquer expansão (Pantaleo et 

al. 1994), estando a mobilização de um perfil mono-oligoclonal associada com 

um mau prognóstico e progressão mais rápida para a aids (Pantaleo et al. 

1994, 1997a). Estes achados corroboram com a hipótese de que o perfil de 

distribuição do repertório de células T pode influenciar o prognóstico da 

infecção pelo HIV (Soudeyns et al. 1993; Kolte, 2013; Heather et al. 2016) e da 

sua associação com outras infecções, como EBV (Hernandez et al. 2018). 

Neste sentido, indivíduos não-progressores devem apresentar um perfil 

policlonal do repertório TCRVβ, que pode permanecer sem muitas alterações, 

ou se apresentar mais diverso mediante a expansão de diversas famílias 

capazes de sustentar uma resposta imune efetora ao longo da infecção 

(Pantaleo et al. 1997a). No entanto, vale ressaltar que o perfil de distribuição e 

o número de famílias Vβ mobilizadas podem diferir entre os linfonodos e o 

sangue periférico de indivíduos infectados pelo HIV-1, uma vez que, o tecido 
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linfoide é o principal sítio de replicação viral e, portanto, este compartimento 

deve possuir linfócitos T de diferentes especificidades antigênicas. 

Considerando que o perfil de mobilização do repertório TCRVβ pode 

influenciar o prognóstico da doença é possível que a introdução da cART 

resulte em um repertório TCR Vβ menos restrito do que aquele encontrado 

antes do tratamento (Heather et al. 2016), melhorando a resposta imune 

específica e ajudando, inclusive, a controlar o aparecimento de infecções 

oportunistas. Giacoia-Gripp e colaboradores (2005) demonstraram que 

pacientes HIV-positivos brasileiros apresentavam um perfil de mobilização 

oligoclonal do repertório TCRVβ após a cART, mas com a mobilização de 

famílias Vβ diferentes daqueles utilizados pelos indivíduos infectados ainda 

sem cART. Por outro lado, outros estudos mostraram que a cART promove a 

estabilização do repertório Vβ durante a fase aguda do HIV-1, reduzindo o perfil 

oligoclonal verificado antes do tratamento (Romiti et al. 2001; Yin et al. 2009).  

Já a análise da variação do comprimento da região de 

complementaridade 3 (CDR3) nos linfócitos T, uma das formas de se acessar a 

diversidade do repertório TCRVβ, revelou alterações importantes dentro da 

população de células T CD4+ naive em indivíduos infectados pelo HIV-1. Tais 

alterações foram revertidas e normalizadas após a redução da viremia e o 

aumento do output tímico obtidos pela cART (Yin et al. 2009; Heather et al. 

2016). Resultados similares foram observados em crianças infectadas pelo 

HIV-1, cuja carga viral elevada e as baixas contagens de células T CD4+ se 

correlacionaram positivamente com as perturbações no repertório de células T 

CD8+ naive, as quais foram rapidamente revertidas após a introdução da cART 

e supressão viral (Kou et al. 2003). Apesar de todos esses achados, ainda 

existe conflito entre os estudos que avaliam o efeito da cART sobre a dinâmica 

de normalização do repertório TCRVβ. Dessa forma, alguns trabalhos apontam 

que esse repertório TCRVβ alterado pode não ser completamente restaurado 

com o uso da terapia, mesmo diante da supressão da viremia plasmática e do 

aumento das contagens de células T CD4+
 (Gorochov et al. 1998; Giovannetti 

et al. 2003). 

De um modo geral, as perturbações no repertório TCRVβ observadas 

entre pacientes infectados pelo HIV-1 são, em sua maioria, consequências da 

patogênese do vírus, podendo refletir alterações quantitativas e também 
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qualitativas, uma vez que um prejuízo na resposta imune específica pode ser 

observado nesses casos. Além disso, esses efeitos da própria infecção sobre a 

mobilização do repertório TCRVβ podem, muitas vezes, ser somados aos 

efeitos causados pelas infecções oportunistas que aparecem nos estágios mais 

avançados da doença. Nesse contexto, a presença de LV e de uma resposta 

imune específica ao parasito poderia contribuir para perturbar ainda mais o 

perfil de mobilização do repertório TCRVβ em pacientes coinfectados com HIV-

1. 

Entretanto, no que se refere às leishmanioses, existe uma escassez de 

estudos que avaliem a dinâmica de mobilização do repertório TCRVβ em 

indivíduos acometidos pela doença. A maior parte do conhecimento acerca da 

influência das perturbações do repertório TCRVβ têm sido obtidos de estudos 

no modelo da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), especialmente 

leishmaniose cutânea (LC) (Uyemura et al. 1993; Clarêncio et al. 2006; Ferraz 

et al. 2015). Nesse contexto, em indivíduos infectados por L. guyanensis já foi 

observado um aumento da expressão da família Vβ14 nos sítios das lesões 

(Kariminia et al. 2007).  

Corroborando com este estudo, Clarêncio e colaboradores (2006) já 

tinham verificado uma diminuição da expressão de Vβ14 nas células T CD8+ 

presentes nos linfonodos de pacientes infectados por L. braziliensis, o que 

poderia refletir a migração dessas células para o sítio da infecção (Karinimia et 

al. 2007). De uma maneira geral, os estudos em LC têm mostrado a 

dominância de um perfil oligoclonal, similar ao que é visto na infecção pelo HIV-

1, com um número limitado de famílias Vβ sendo expresso nas lesões 

(Ueymura et al. 1993). Além disso, perfis de repertório TCRVβ têm diferido 

entre os sítios das lesões e o sangue periférico dos indivíduos acometidos. Em 

avaliações feitas in vitro, observou-se que repertório TCRVβ específico 

implicou na expansão de algumas famílias Vβ com a diminuição simultânea de 

outras, sugerindo a presença de mecanismos de proliferação e expansão 

clonal frente ao antígeno, bem como a possibilidade de apoptose após a 

estimulação específica (Clarêncio et al. 2006). 

Mais recentemente, um estudo demonstrou que diferentes 

subpopulações de células T CD8+ expressando famílias Vβ específicas, 

estavam envolvidas na resposta imune de pacientes com LC por L. braziliensis, 
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destacando um possível papel das expansões das familias Vβ12 e Vβ22 e 

contração da Vβ2 na resposta imune anti-Leishmania (Ferraz et al. 2015). A 

família Vβ12 já havia se destacado anteriormente entre os clones de linfócitos 

T presentes no linfonodo, seguido da imunização de indivíduos com antígenos 

de L. amazonensis, bem como nas respostas in vitro frente ao antígeno 

específico, apontando a importância dessa família na resposta imune contra a 

Leishmania. 

No que se refere a LV, pouco se conhece sobre o perfil de mobilização 

do repertório TCRVβ, que já foi avaliado apenas em um estudo in vitro (Sassi et 

al. 2005), não existindo nenhuma informação na literatura sobre o perfil de 

distribuição do repertório de células T em indivíduos acometidos. Até onde é de 

nosso conhecimento, o repertório Vβ de células T ainda não foi investigado na 

associação LV/HIV, sendo ainda desconhecido se existem alterações das 

diferentes famílias Vβ em pacientes coinfectados LV/HIV, pois implicaria na 

capacidade de reconhecimento antigênico destes pacientes. Diante disso, em 

virtude do que já se tem descrito na imunopatogênese da infecção pelo HIV-1, 

e pelo fato do sistema imune estar gravemente comprometido em ambas 

infecções, a investigação do perfil de mobilização do repertório TCRVβ torna-se 

importante em pacientes LV/HIV.  Desta forma, o presente estudo poderá 

fornecer evidências do quão esse perfil pode estar alterado em pacientes 

LV/HIV e se, pode ser restaurado após longo tempo de tratamento 

leishmanicida, uso da cART e de profilaxia secundária anti-Leishmania, e se 

tais alterações podem influenciar no prognóstico clínico e manutenção do 

controle parasitário nesses indivíduos.  

 

2. JUSTIFICATIVA 

A maioria dos casos de LV/HIV-1 na América ocorre no Brasil. Um 

crescente número de casos de LV/HIV tem sido relatado no país nos últimos 

anos, alcançando cerca de 8% em 2017 em comparação a 2001, cuja 

prevalência era de 2% (Ministério da Saúde, 2017). Embora consista em uma 

associação emergente e grave, ainda existem muitas lacunas de 

conhecimento, sobretudo no que se refere à condição imunológica preditiva do 

prognóstico clínico (remissão clínica ou recidivas) de pacientes coinfectados. 
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Sabe-se que eles comumente, falham em responder ao tratamento anti-

Leishmania, apresentam uma alta taxa de mortalidade e um risco maior de 

recidivas da LV quando comparados aos pacientes LV sem HIV-1 (Cota et al. 

2011, 2013; Lindoso et al. 2018). 

Quanto aos aspectos imunopatogênicos, já foi demonstrado que a 

infecção por Leishmania é um importante cofator para a potencialização do 

grau de imunossupressão, ativação celular e status inflamatório exacerbado em 

pacientes coinfectados pelo HIV-1 (Santos-Oliveira et al. 2010, 2013). Aliado a 

isso, a passagem de produtos microbianos de origem luminal para a circulação, 

observada pelos altos níveis plasmáticos de LPS, sCD14 e IFABP em 

pacientes LV/HIV, também confirmaram a contribuição desse fenômeno para o 

grau de ativação (Santos-Oliveira et al. 2013; Casado et al. 2015). Desta forma, 

hipotetiza-se que esse elevado grau de ativação imune crônica pode acarretar 

em prejuízos imunológicos importantes, agravando a imunossupressão e 

comprometendo a resposta imune efetora ao parasito que, por sua vez, pode 

contribuir para as frequentes recidivas da LV em pacientes LV/HIV. 

Nesse contexto, sabe-se que a intensa ativação imune na infecção pelo 

HIV-1 pode acelerar o fenômeno de imunosenescência, que se manifesta 

clonalmente pela perda da capacidade proliferativa e, consequentemente, com 

uma alta frequência de células T de memória terminalmente diferenciadas, 

denominadas senescentes (Appay & Sauce, 2017; Sokoya, 2017). Além disso, 

o grau de ativação também acarreta em um ônus adicional que é caracterizado 

por um comprometimento da função de órgãos linfoides centrais, como timo e 

medula óssea, culminando na exaustão dos recursos imunes primários, o que 

por sua vez gera uma diminuição no output tímico e na diversidade do 

repertório de células T periféricas. 

Desta forma, espera-se que pacientes LV/HIV cronicamente ativados 

apresentem um grau elevado de senescência que pode levar a uma 

reconstituição imunológica deficiente com prejuízos na resposta efetora e, por 

sua vez a um prognóstico clínico ruim para esses indivíduos. Nesse cenário, o 

estudo do perfil de mobilização das famílias TCRVβ em pacientes LV/HIV será 

de extrema importância para compreender se as alterações do repertório estão 

relacionadas ao grau de reconstituição imunológica, e se influenciam na 

manutenção da remissão clínica ou recidivas da LV. Aliado a isso, a detecção e 
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a quantificação dos níveis de TRECS nas células do sangue periférico desses 

pacientes que evoluem com diferentes desfechos clínicos, ajudarão a entender 

se a reconstituição imunológica pode ser afetada por uma funcionalidade tímica 

diferenciada em repopular a periferia com novas células T diversas. 

Esse mesmo raciocínio tem sido aplicado nos estudos que avaliam o 

envolvimento das subpopulações de linfócitos B na imunopatogênese da 

infecção pelo HIV-1, onde altas frequências de células B hiperativadas e 

exaustas têm sido descritas (Moir & Fauci, 2009). Frente ao escasso 

conhecimento do papel das células B na imunopatogênese da coinfecção 

LV/HIV, torna-se também importante investiga-lo não só via níveis de 

imunoglobulinas anti-Leishmania, mas também pela identificação das 

diferentes subpopulações de células B. A avaliação do grau de ativação e 

exaustão nessas células pode ajudar a compreender se um fenótipo de células 

B diferenciado pode estar relacionado aos diferentes desfechos clínicos desses 

pacientes. 

Embora nossos estudos anteriores tenham demonstrado uma intensa 

ativação e resposta imune inflamatória na coinfecção LV/HIV, todos esses 

achados foram obtidos a partir de estudos transversais (Santos-Oliveira et al. 

2010, 2013), não sendo possível relacioná-los com os diferentes desfechos 

clínicos desses pacientes a longo prazo. Dessa forma, o estudo clínico-

laboratorial de caráter prospectivo permitirá avaliar a dinâmica desses 

parâmetros imunológicos ao longo de 12 meses de acompanhamento 

longitudinal desses pacientes LV/HIV, relacionando-os com o prognóstico da 

LV, em termos de monitoramento para remissão clínica ou frequentes recidivas 

da doença. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar a influência do grau de ativação imune e dos fatores decorrentes 

da imunosenescência de linfócitos T, assim como dos perfis fenotípicos de 

linfócitos B sobre as frequentes recidivas da leishmaniose visceral em 

pacientes coinfectados pelo HIV-1. 

 

3.2 Específicos 

3.2.1 Capítulo 1 - Artigo 1 (publicado) 

 Avaliar prospectivamente o grau de reconstituição imunológica em 

pacientes coinfectados LV/HIV, com vistas a definir se este pode diferir entre 

casos recidivantes ou não da LV e sua possível relação com um 

comprometimento da resposta imune necessária ao controle parasitário; 

 Analisar as características fenotípicas de linfócitos T quanto à expressão 

de moléculas associadas à ativação celular (CD38 e HLA-DR) e 

imunosenescência (CD57), no intuito de entender se frequências diferenciadas 

desses fenótipos podem ajudar a predizer as recidivas da LV em pacientes 

coinfectados com HIV-1; 

 Avaliar a influência da translocação microbiana luminal sobre a 

potencialização do grau de ativação imune crônica sistêmica, e se os fatores 

solúveis associados a esse fenômeno podem estar relacionados com uma 

maior suscetibilidade às recidivas da LV nos pacientes acompanhados; 

3.2.2. Capítulo 1 – Artigo 2 (submetido) 

 Avaliar a capacidade tímica quanto à geração de novas células T 

circulantes em pacientes coinfectados LV/HIV, no intuito de entender se existe 

prejuízo no output tímico e se este pode estar associado a uma baixa 

reconstituição imune e, consequentemente, a um déficit no controle parasitário 

que predispõe às recidivas da LV; 

 Avaliar o repertório de linfócitos T através da caracterização das regiões 

variáveis da cadeia beta (Vβ) do receptor, e verificar se durante a 

reconstituição de células T pós-cART e tratamento anti-Leishmania ocorre uma 

mobilização diferenciada de famílias Vβ, e se esta pode diferir entre pacientes 

LV/HIV recidivantes ou não; 

3.2.3. Capítulo 2 – Apêndice de resultados 

 Avaliar perfis fenotípicos de linfócitos B, com vistas a identificar as 

diferentes subpopulações dessas células presentes no sangue periférico de 

pacientes LV/HIV, e assim relacioná-las não apenas com os diferentes 

desfechos clínicos da LV mostrados por esses pacientes, mas também com o 

padrão de secreção de Ig apresentado pelos mesmos. 
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4. METODOLOGIA E RESULTADOS 

 
4.1 Artigo 1 (Publicado) 

Título: “Immune Activation and Bacterial Translocation: A Link between 
Impaired Immune Recovery and Frequent Visceral Leishmaniasis Relapses in 
HIV-Infected Patients”. 

 
Autores: Maria Luciana Silva-Freitas, Glaucia Fernandes Cota, Talia S. 
Machado-de-Assis, Carmem Giacoia-Gripp, Ana Rabello, Alda M. Da-Cruz, 
Joanna R. Santos-Oliveira. 
 
Plos One, 2016; 11(12):1–18. 

 
RESUMO 

A manutenção da ativação imune crônica devido à leishmaniose ou mesmo a 

translocação microbiana está associada com a imunosenescência e pode 

contribui para as frequentes recidivas. Nosso objetivo foi investigar se 

pacientes com leishmaniose visceral associada ao HIV-1 (LV/HIV) que 

vivenciaram um único episódio da LV têm um comportamento imunológico 

diferente em comparação àqueles que vivenciam frequentes recidivas. Os 

pacientes LV/HIV foram separados em grupos não-recidivantes (NR, n = 6) e 

recidivantes (R, n = 11) e foram acompanhados a partir da fase ativa da LV até 

12 meses após o tratamento (mpt). Os pacientes estavam recebendo terapia 

antirretroviral altamente ativa (HAART) e profilaxia secundária depois do 

tratamento da LV. Durante a LV ativa, os dois grupos foram similares em todos 

os parâmetros imunológicos, incluindo a carga parasitária. Aos 6 e 12 mpt, o 

grupo NR mostrou um ganho significativo de células T CD4+, uma redução da 

ativação linfocitária e menores níveis de CD14 solúvel e IgG3 anti-Leishmania 

comparado ao grupo R. A carga viral permaneceu baixa, sem correlação com a 

ativação. Os dois grupos mostraram elevados, porém similares percentuais de 

células T senescentes. Esses achados sugerem uma diminuição da 

capacidade do grupo R em reduzir a ativação imune comparado ao grupo NR. 

Tal comprometimento funcional da resposta efetora pode ser um indicador útil 

para predizer o prognóstico clínico e recomendar o início ou interrupção da 

profilaxia secundária.
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The maintenance of chronic immune activation due to leishmaniasis or even due to micro- 

bial translocation is associated with immunosenescence and may contribute to frequent 

relapses. Our aim was to investigate whether patients with HIV-associated visceral leish- 

maniasis (VL/HIV) who experience a single episode of VL have different immunological 

behaviors in comparison to those who experience frequent relapses. VL/HIV patients were 

allocated to non-relapsing (NR, n = 6) and relapsing (R, n = 11) groups and were followed 

from the active phase of VL up to 12 months post-treatment (mpt). The patients were receiv- 

ing highly active antiretroviral therapy (HAART) and secondary prophylaxis after VL therapy. 

During active VL, the two groups were similar in all immunological parameters, including the 

parasite load. At 6 and 12 mpt, the NR group showed a significant gain of CD4
+
 T cells, a 

reduction of lymphocyte activation, and lower soluble CD14 and anti-Leishmania IgG3 lev- 

els compared to the R group. The viral load remained low, without correlation with the activa- 

tion. The two groups showed elevated but similar percentages of senescent T cells. These 

findings suggest a decreased ability of the R group to downmodulate immune activation 

compared to the NR group. Such functional impairment of the effector response may be a 

useful indicator for predicting clinical prognosis and recommending starting or stopping sec- 

ondary prophylaxis. 
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Introduction 

The increasing frequency of HIV-associated visceral leishmaniasis (VL/HIV) has 
become a sig- nificant problem in East Africa, Brazil and India. Brazil presents the 
highest number of co- infection cases in South America, with 8.5% of the HIV-
infected individuals in the country being co-infected with VL in 2012 [1]. Both 
diseases profoundly impair the immune mecha- nisms involved in the control of 
infections, which makes the outcomes of VL/HIV very poor. Compared to VL 
patients without HIV/AIDS, VL/HIV-co-infected patients show a less robust, slower 
clinical response to treatment and higher frequencies of drug toxicity, relapses and 
mortality [1–4]. 

The overall immunological reconstitution observed after highly active 
antiretroviral therapy (HAART) introduction, at least in countries where it is 
available, has reduced the incidence of opportunistic infections, including the 
incidence of Leishmania/HIV co-infection [5–8]. In addition to decreased virus-
mediated immune activation, a marked increase in the CD4

+
 T cell counts 

probably also strengthens the effector mechanisms associated with parasite 
control [8,9]. Moreover, there is in vitro evidence that antiretrovirals, and 
particularly protease inhibi- tors (PIs), have an inhibitory effect on the evolutionary 
forms of Leishmania (L.) infantum [10,11]. This finding indicates another factor 
that could contribute to the decline of new VL cases among HIV-infected people 
receiving HAART [10–12]. 

Despite reducing new VL cases among HIV/AIDS patients, HAART does 
not prevent relapses [2,13,14], which still pose a challenge to clinical 
management. Parasite reactivation occurs even in patients with a good 
response to HAART, i.e., with an undetectable viral load and an increased CD4

+
 

T cell count [15,16]. Early studies soon after the HAART era [17] did not show 
significant differences when these virological and immunological parameters 
were compared between relapsing and non-relapsing patients receiving HAART. 
This fact suggests that HAART does not prevent recurrences, especially in those 
individuals with previous VL episodes. 

Co-infected patients receiving HAART, even after anti-Leishmania treatment, 
maintain a low CD4

+
 T cell count and higher levels of cellular activation despite 

viral suppression [16,18]. Considering that such pathogenic features are similar 
between VL and HIV, these results rein- force the concept that VL may contribute 
to worsening the immunosuppression induced by HIV infection, accelerating 
progression to AIDS. In addition, the quality of the Leishmania- specific immune 
response may remain impaired in Leishmania/HIV patients receiving HAART 
due to reduced T cell proliferative capacity and deficient interferon (IFN)-γ 
produc- tion [19,20]. Consequently, this deficient parasite control may favor the 
spread of L. infantum to unexpected sites and the appearance of atypical clinical 
features. In this scenario, amasti- gotes have been recovered from skin [20,21] 
and from gut-associated lymphoid tissue (GALT) [22,23]. 

There is strong evidence that chronic cellular activation is a crucial 
immunopathogenic mechanism not only in HIV infection but also in VL [24–27]. 
As a result, VL/HIV-co- infected patients present increased levels of activated 
CD38

+
CD8

+
 T lymphocytes [18] as well as elevated levels of pro-inflammatory 

cytokines [28,29]. Unexpectedly, this heightened cellular activation remains 
despite successful control of the viral and parasite loads [28] by HAART and 
anti-Leishmania therapy, respectively. Microbial translocation and even para- 
site persistence in the bone marrow or lymphoid organs have been identified as 
possible fac- tors related to the maintenance of immune activation [28,30]. In 
this context, there is strong evidence that secondary anti-Leishmania 
prophylaxis helps to maintain the clinical remis- sion of VL in HIV-infected 
patients [2,3,10,14]. We hypothesize that controlling the parasite load could 
contribute to the reduction of cellular activation during Leishmania/HIV co- 
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infection. In turn, this control could strengthen the effector immune 
response, diminishing the occurrence of relapses. 

Another consequence of immune activation is accelerated and premature 
aging of the immune system [31–33], even in HIV-infected patients with viral load 
suppression [33]. This premature aging is characterized by an exhaustion of 
primary immune resources, decreased thymic output and an accumulation of 
terminally differentiated cells, similar to what occurs in healthy elderly subjects 
[34,35]. Thus, co-infected patients may experience acceleration of the degree of 
immunosenescence, providing an additional factor that decreases the 
effector immune response to Leishmania antigens and contributes to frequent 
relapses. 

Previous results from our group have shown that VL/HIV/AIDS patients display 
high levels of cellular activation during both clinical remission of leishmaniasis 
and HAART [18]. How- ever, it is crucial to determine whether and how 
secondary anti-Leishmania prophylaxis in patients receiving HAART can favor T 
cell immune reconstitution and reduce activation lev- els, which together can help 
to prevent further relapses. 

The aim of this study was thus to determine the T cell activation and 
senescence profiles presented by VL/HIV-co-infected patients during 12 months 
of prospective follow-up while under viral and parasitological therapy in order to 
identify immunological parameters that can be used to predict VL relapse. 

 

Methods 

Study design and participants 

Eighteen Leishmania/HIV-co-infected patients were recruited for a 
prospective cohort study carried out in Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil, 
from February 2011 to March 2013. The VL/HIV-co-infected patients were 
separated into two groups: those who had experienced only one VL episode 
throughout life (non-relapsing (NR) group) and those experiencing more than 
one VL episode, either previously or during the prospective follow-up (relapsing 
(R) group). 

HIV-infected patients without a history of VL (n = 16) and healthy subjects 
without either infection (n = 12) were also included as controls. 

The diagnosis of VL was confirmed by a parasitological exam of bone marrow 
aspirates from all patients. Clinical evaluation and an immune response panel 
test were performed before the VL treatment and every two months during 
treatment for one year. Approval for this study was obtained from the Ethical 
Review Board of Eduardo de Menezes Hospital—Hos- pital Foundation of the 
State of Minas Gerais and from Centro de Pesquisas René Rachou— Fundação 
Oswaldo Cruz. Patients with clinical symptoms and parasitological confirmation 
of active VL were included only after appropriate written informed consent was 
obtained. The first-line treatment for VL in the HIV-infected patients was 
intravenous amphotericin B deox- ycholate for 4 weeks. After VL treatment, for all 
patients with CD4

+
 T cell counts less than 350 cells/mm

3
, secondary prophylaxis 

with amphotericin B was offered every two weeks. 
 

Immunological and virological assessments 

Absolute T lymphocyte counts were determined using the BD Multitest 
monoclonal antibod- ies anti-CD45-PerCP, anti-CD3-FITC, anti-CD4-APC, and 
anti-CD8-PE (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) according to the 
manufacturer’s instructions and as described previ- ously by Santos-Oliveira et al. 
(2013) [28]. The counts were acquired using a FACSCalibur and were analyzed 
with Multiset software (BD

1
). The results are expressed as the number of cells 

per cubic millimeter (cells/mm
3
). The plasma HIV RNA levels were measured 

using real-time quantitative PCR (RT-PCR) (Abbott
1

, Des Plaines, IL, USA) 
according to the manufacturer’s 
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recommendations. The detection range was from 40 to 10,000,000 RNA 
copies/mL plasma. Assay results below 40 copies/mL are expressed as 
undetectable or below the detection limit. 
 

Leishmania parasite load assessment 

Total DNA was extracted from the peripheral blood of patients using the 
QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen

1
 GMbH, Hilden, Germany). Two 

independent assays for the detection and quantification of Leishmania spp. and 
human DNA were performed using the StepOnePlus™ Real-Time PCR System 
(Life Technologies

1
, Carlsbad, CA, USA) as described in a previous study [4]. For 

the Leishmania assay, TaqMan real-time PCR was performed using the small- 
subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) gene as the target DNA, as described by 
Wortmann et al. (2002) [36], according to the protocol described by Gomes and 
others (2012) [37]. Standard curves were prepared for each assay using 
known quantities of pCR-4 TOPO vector (Life Technologies

1
) containing the 

cloned 120-bp human gene ACTB and the 67-bp L. infantum SSU rRNA 
fragment. The parasite load is expressed as the Leishmania DNA load (the 
relative copy number of the SSU rRNA fragment) normalized to the reference 
gene ACTB, as reported by Overbergh and others (1999) [38]. The ACTB copy 
numbers for the target samples were divided by the highest ACTB value 
obtained in the experiment to generate the correction factor used for the 
normalization. 
 

Isolation of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and 
cytofluorometric assays 

PBMCs were obtained as described elsewhere [18] and were used for 
cytofluorometric assays. The PBMCs were labeled with the following human 
monoclonal antibodies: anti-CD3-APC, anti-CD4-PerCP or anti-CD4-FITC 
and anti-CD8-APC or anti-CD8-FITC, anti-CD38-PE and anti-HLA-DR-
PerCP, and anti-CD57-FITC and anti-CD27-PE. All antibodies were pur- 
chased from BD

1
 Biosciences. At least 20,000 events in the lymphocyte gate 

were acquired on a FACSCalibur and were analyzed with CellQuest™ software 
(BD

1
 Biosciences). The analysis region was first established by gating on the 

CD3
+
 T lymphocytes based on a forward scatter versus fluorescence dot plot. 

After that, the results were determined as the percentages of both activated T 
cells within the CD3

+
 T lymphocyte population (CD38

+
HLA-DR

+
CD4

+
 and 

CD38
+
HLA-DR

+
CD8

+
 T cells) (S1 Fig) and senescent T cells (CD57

+
CD27

-

CD4
+
 and CD57

+
CD27

-
CD8

+
 T cells) (S2 Fig). 

 

Quantification of lipopolysaccharide (LPS) and soluble CD14 (sCD14) 

The samples were diluted in endotoxin-free water, and LPS levels were 
quantified using a com- mercial assay kit (Limulus Amebocyte Lysate QCL-1000; 
Cambrex

1
, Milan, Italy). The results are expressed as picograms per milliliter 

(pg/mL), and the sensitivity level was 10 pg/mL. sCD14 levels were 
quantified by ELISA using the Human sCD14 Quantikine ELISA Kit (R&D

1
 

Systems, Minneapolis, MD, USA). The results are expressed as nanograms per 
millili- ter (ng/mL), and the minimum detection limit was 125 pg/mL. 
 

Anti-Leishmania immunoglobulin detection 

An ELISA was performed as previously described by Fagundes-Silva et al. (2012), with certain 
modification [39]. Briefly, the only difference was the antigen, since L. (L.) infantum (MHOM/ 
BR/1974/PP75) soluble promastigote (40 μg/mL) was used to coat a polystyrene flat-bottom 
microtiter plate (Nunc-Immuno, Roskilde, Denmark). In this assay, diluted peroxidase-conju- 
gated mouse monoclonal anti-human immunoglobulin G (IgG) (1:1000) (Invitrogen, San 
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Francisco, CA, USA) and diluted monoclonal anti-human IgG1 (1:200) and IgG3 
(1:400) (Zymed Laboratories Inc., San Francisco, CA, USA) were used. The 
absorbance was measured with a Benchmark microplate reader (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA) at 492 nm and is expressed as an ELISA 
index (EI). 

 

Statistical analyses 

Continuous variables are expressed as medians and interquartile ranges 
(IQRs). Comparisons were performed using unpaired Student’s t-tests for 
normally distributed variables and Wil- coxon tests for paired variables with 
skewed distributions. Spearman’s test was used for corre- lation analysis, and a 
chi-square test was used to compare categorical variables. The statistical 
analyses were performed using SPSS

1
 version 16 and GraphPad Prism 

software (version 5.0, San Diego, CA, USA). A paired test (Kruskal-Wallis test) 
was used because the same patients are observed when evaluating data 
prospectively. Differences were considered statistically sig- nificant when the p 
value was <0.05. 

 
Results 

Clinical characteristics and evolutionary course of VL/HIV patients 

The demographic characteristics and clinical evolution of all patients studied 
are shown in Table 1. The mean patient age was 37.5±0.7 years. Fourteen 
patients were men (78%), and half of all patients (nine patients) had already 
experienced a prior VL episode. In 15 patients, HIV infection had been 
diagnosed before the diagnosis of primary VL, and most of the patients (14 
patients) had already been treated with HAART. However, out of ten patients 
using HAART for more than 3 months, only 7 were taking their medications on a 
regular basis. 

Patients with more than one VL episode (R group, n = 12) had lower 
normalization rates for clinical and laboratory parameters at 3 months after 
treatment (p = 0.02), a lower Leish- mania clearance rate after anti-Leishmania 
treatment (p = 0.01) and a lower CD4

+
 T lympho- cyte count at the 12-month 

follow-up in comparison to those who had experienced only one VL episode 
(NR group, n = 6). In contrast, no difference was observed between the R and 
NR groups in terms of the proportion of patients who had used protease 
inhibitors or who had presented other opportunistic infections in the past. 

Additionally, R patients had a different immunological profile in terms of 
cellular activation compared to NR patients at the 12-month follow-up. 
Interestingly, possibly related to these differences, we observed a longer time 
between the HIV and VL diagnoses in the R group than in the NR group 
(median: 51 versus 5 months, p = 0.05). Similarly, HIV infection had been 
diagnosed longer before VL infection in the R group than in the NR group 
(median: 103 (95% CI 29.5–141) versus 5 (95% CI 3.5–21.25) months, p = 
0.007) (Table 1). 

 

The occurrence of several episodes of VL impairs the degree of immune 
reconstitution in VL/HIV patients, independent of the virological and 
parasitological loads 

All co-infected patients had low CD4
+
 T cell numbers during the active phase 

(median: 98 cells/mm
3
; IQR: 63–159 cells/mm

3
) compared to HIV-mono-infected 

patients (median: 377 cells/mm
3
; IQR: 222–450 cells/mm

3
) (Fig 1A). In a 

prospective evaluation, most of the patients continued to have counts less than 
350 CD4

+
 T cells/mm

3
, which was the criterion used for the introduction and 

maintenance of secondary prophylaxis in this study. However, the VL/HIV-NR 
group had a significant gain of CD4

+
 T cells at the prospective follow-up six 

months 
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Table 1. Clinical evolution and demographic characteristics of visceral leishmaniasis/HIV (VL/HIV)-co-infected patients. 
 

Patients’ 
initials 

Age, 
sex 

Time since HAART 
HIV use 

infection before 

diagnosis first VL 

(months) episode 

Time 
between 

HIV and VL 

diagnoses 

(months) 

Time since Previous 
the first VL   VL 

infection  (number 

diagnosis   of 

(months) episodes) 

VL treatment Secondary prophylaxis Total Clinical 
follow- follow-up 

up time 

in the 

study 

GBS 

(HLV01) 

53 

years, 

male 

4 No 4 NA No Amphotericin B 
deoxycholate for 

20 days 

Amphotericin B 
deoxycholate biweekly 

for two months (until CD4 
count recovery) 

12 

months 

No VL 

relapse 

WLA 

(HLV03) 
38 

years, 

male 

179 Yes 179 NA No Amphotericin B 

deoxycholate for 3 

days, followed 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 

count stabilized at 

approximately 200 cells/ 

mm3) 

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 

count stabilized at 

approximately 250 cells/ 

mm3) 

12 
months 

No VL 
relapse 

RAS 

(HLV09) 
39 

years, 

male 

41 Yes 21 19 Yes (1) Liposomal 
amphotericin 20 

mg/kg total dose 

Liposomal 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 
count recovery) 

12 

months 

No VL 

relapse 

CMS 

(HLV012) 
40 

years, 

male 

134 No 52 82 Yes (4) Liposomal 
amphotericin 20 

mg/kg total dose 

Liposomal 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, followed by 

liposomal 

amphotericin 20 

mg/kg total dose 

Amphotericin B 
deoxycholate biweekly 

for 10 months (patient 

requested suspension of 

prophylaxis when CD4 

count stabilized at 

approximately 200 cells/ 

mm3) 

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 
count recovery) 

12 

months 

No VL 

relapse 

 (Continued ) 
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Table 1. (Continued ) 
 

Patients’ 

initials 

Age, 

sex 

Time since HAART 

HIV use 

infection before 

diagnosis first VL 

(months) episode 

Time 

between 
HIV and VL 

diagnoses 

(months) 

Time since Previous 

the first VL   VL 
infection  (number 

diagnosis   of 

(months) episodes) 

VL treatment Secondary prophylaxis Total Clinical 

follow- follow-up 
up time 

in the 

study 

WMC 

(HLV017) 

38 

years, 

male 

14 Yes 14 NA No Amphotericin B 
deoxycholate for 

20 days 

Irregular use of 
prophylaxis 

(amphotericin B 

deoxycholate biweekly), 

with use for 18 months 

(until CD4 count 

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), 

with use for 13 months 

(until CD4 count 

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 
count 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 

Liposomal 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 to 

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 
count 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 
count recovery) 

12 
months 

No VL 
relapse 

 

NA: not applicable 

doi:10.1371/journal.pone.0167512.t001 

 

post-treatment (mpt) (
m

p<0.05) compared to the VL/HIV-R group (Fig 1B), who 
maintained the same values as those observed in the active phase of the 
disease (Fig 1B). 

The HIV viral load did not seem to be related to CD4
+
 T cell depletion 

because it was low or undetectable in 12 of 18 co-infected patients already in the 
active phase of VL, regardless of whether they belonged to the NR or R group 
(S1 Table). Similarly, recurrences occurred inde- pendently of the viral load 
because certain patients maintained undetectable HIV RNA copy numbers at the 
moment of relapse as well as at the end of the 12-month follow-up period (n = 4, 
S1 Table). Moreover, VL/HIV-NR patients had undetectable parasite loads 
soon after 
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anti-Leishmania treatment. In all of these patients except for one, the 
undetectable levels were maintained up to the 12-month follow-up. In relation to 
VL/HIV-R patients, 5 of the 9 evalu- ated patients still had detectable parasite 
burdens in the periods 12 months subsequent to treat- ment (S1 Table), 
suggesting that parasite persistence at the end of treatment may indicate an 
increased risk of future relapses. 

 

The degree of immune activation in VL/HIV patients seems to be related 
to the occurrence of VL episodes 

In a previous transversal study of VL/HIV patients [18,28], a multivariate 
analysis indicated that “leishmaniasis disease,” but not parasite load, and 
microbial translocation were the two main risk factors associated with the 
activation status. 

In the present study, the percentages of activated T lymphocytes were 
comparable between the VL/HIV-NR and VL/HIV-R groups in the early stages of 
the follow-up. As expected, CD8

+
 T lymphocytes (Fig 2B) displayed higher 

activation levels than CD4
+
 T cells (Fig 2A). The CD8

+
 T and CD4

+
 T cells of 

VL/HIV-NR patients had lower levels of activation by the end of 
 

Fig 1. Immune constitution of visceral leishmaniasis/HIV (VL/HIV)-co-infected patients. Absolute 

counts of CD4
+
 T lymphocytes during the prospective follow-up of co-infected patients (A) and after 

patient allocation into a non-relapsing (NR) group, encompassing those with a single episode of VL, 

and a relapsing (R) group, encompassing those with disease relapse during the follow-up or even 
before being enrolled in the study (B). The black dashed line represents the recommended limit for the 

establishment of secondary prophylaxis (350 cells/mm
3
). The red dashed line is the median value of the CD4

+
 

T cell counts of the HIV-positive controls (377 cells/mm
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 

mpt: six months post-treatment; 12 mpt: 12 months post-treatment. Asterisks denote a statistically significant 

difference between the phases of follow-up or between the NR and R groups, *p<0.05; ***p<0.001. 
 

doi:10.1371/journal.pone.0167512.g001 
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Fig 2. Activation levels of T lymphocyte subpopulations in visceral leishmaniasis/HIV (VL/HIV)-co- 
infected patients. Percentages of activated CD4

+
 (A) and CD8

+
 (B) T lymphocytes in relapsing (R) and 

non-relapsing (NR) co-infected patients. The red dashed line represents the median levels of activated 

CD4
+
 T and CD8

+
 T cells in healthy controls (median: 0.5%, interquartile ranges: 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 mpt: 6 months post-treatment; 12 

mpt: 12 months post-treatment. Asterisks denote a statistically significant difference between the NR and R 

groups, **p<0.01; ***p<0.001. 
 

doi:10.1371/journal.pone.0167512.g002 
 

the clinical follow-up period (p<0.05). At the sixth month, the VL/HIV-NR group 
showed a trend towards decreased activation levels, but a significant reduction 
was observed at 12 mpt in this group compared to the VL/HIV-R group 
(
mm

p<0.01). 
Furthermore, the R group had higher sCD14 levels compared to the NR 

group during all phases of follow-up, and this difference was already significant 
immediately post-treatment (

m
p<0.05) (Fig 3A). As expected, the sCD14 levels 

were positively correlated with the LPS lev- els in all phases of evaluation 
(p<0.001; r = 0.42) (Fig 3C). Additionally, a significant negative correlation was 
observed for the absolute CD4

+
 T cell counts (Fig 3B). A high degree of innate 

activation is also related to immune impairment because the release of sCD14 is 
dependent on LPS-mediated macrophage activation. 

 

Reduction of anti-Leishmania IgG3 levels is a predictor of the 
maintenance of clinical remission in VL/HIV patients 

Similarly, to how the T cell activation levels and macrophage activation status 
were evaluated, the latter based on sCD14 levels, B lymphocyte activation was 
evaluated by quantitation of the 
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Fig 3. Relationship between plasma factors related to microbial translocation and the immune status 

of visceral leishmaniasis/HIV (VL/HIV)-co-infected patients. Plasma soluble CD14 (sCD14) level 

assessment in the relapsing (R) and non-relapsing (NR) groups during all the follow-up visits (A). 

Negative correlation between sCD14 levels and the absolute counts of CD4
+
 T lymphocytes (B) in co- 

infected patients (Spearman correlation, p<0.0005; r = -0.5). 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 the sCD14 levels (median: 699 ng/mL; interquartile range: 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 mpt: 6 months post-treatment; 12 mpt: 12 

months post-treatment. Asterisks denote a statistically significant difference between the NR and R groups, 

*p<0.05. 
 

doi:10.1371/journal.pone.0167512.g003 
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Fig 4. Titers of the anti-Leishmania infantum immunoglobulin G3 (IgG3) isotype in visceral 
leishmaniasis/HIV (VL/HIV)-co-infected patients. IgG3 levels in the relapsing (R) and non-relapsing 

(NR) groups during the entire follow-up. The red dashed line represents the median value of the IgG3 

levels in healthy controls (median: 0.18; interquartile range: 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 mpt: 6 months post-treatment; 12 mpt: 12 months post-treatment. Asterisks denote a 

statistically significant difference between the NR and R groups, *p<0.05. 
 

doi:10.1371/journal.pone.0167512.g004 

 
levels of anti-Leishmania IgG and its subclasses (IgG1 and IgG3). The VL/HIV-R 
group pre- sented high levels of anti-Leishmania IgG and IgG1 compared to the 
VL/HIV-NR group throughout the study (S3 Fig). In contrast, the anti-Leishmania 
IgG3 levels were similarly ele- vated in the two groups in the early stages of follow-
up but significantly decreased in the NR group in comparison to the R group at six 
and 12 mpt (

m
p<0.05) (Fig 4). 

 

Immunosenescence levels in VL/HIV patients are elevated 
independently of frequent episodes of VL relapses 

The CD57
+
CD27

-
 phenotype is found among senescent CD8

+
 and CD4

+
 T 

cells. In general,  the co-infected patients presented higher percentages of 
senescent CD8

+
 T lymphocytes dur- ing all phases of follow-up. These values 

were higher than those observed in healthy controls of the same age (median: 
4.2%; IQR: 2.6–10.1%), with a trend towards an increase by the end of follow-up 
(Fig 5B). Despite the lower percentages, the same result was observed in the 
subpop- ulation of senescent CD4

+
 T lymphocytes (Fig 5A). However, the 

percentages of senescent T lymphocytes were elevated in both the VL/HIV-NR 
and the VL/HIV-R groups, without any difference between them [data not shown]. 

These results suggest that VL/HIV patients who had experienced multiple VL 
relapses pre- viously or during the clinical follow-up showed different 
immunological parameters compared to those who had experienced a single 
episode of active disease, even though both groups had controlled viral loads and 
received secondary prophylaxis. 

 

Discussion 

Earlier cross-sectional studies identified Leishmania infection as a cofactor for 
heightening the activation status in HIV patients, independent of the viral or 
parasite load [18,28]. The present study confirmed that co-infected patients with 
active VL (NR or R group) have low CD4

+
 T cell counts, high levels of cellular 

activation and microbial translocation and elevated parasite- mia. In contrast to a 
previous study, which evaluated a single parameter [30], herein, the 
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Fig 5. Immunosenescence levels in visceral leishmaniasis/HIV (VL/HIV)-co-infected patients. 

Percentages of senescent CD4
+
 (A) and CD8

+
 (B) T cells in co-infected patients during the 

prospective follow-up of co-infected patients. The red dashed line represents the median value of the 

percentage of senescent CD8
+
 T cells in healthy controls (medians: 1.8% and 4.2%; interquartile ranges: 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 mpt: 6 months 

post-treatment; 12 mpt: 12 months post-treatment. 

doi:10.1371/journal.pone.0167512.g005 

 

 

patient’s prior history of VL, the current immunological state of the patient at 
each visit and the final outcome of therapy during secondary prophylaxis were 
all taken into account. 

Recognition of the rationale underlying the frequent episodes of VL in the R 
patients is fun- damental to designing preventive strategies. Our group has 
previously reported that dimin- ished levels of cellular activation were stably 
maintained in a co-infected patient during the remission phase over a 12-month 
prospective follow-up period [20]. However, reactivation episodes were again 
marked by increased activation along with progressively lower levels of specific 
IFN-γ in response to parasite antigens [20]. Herein, a positive correlation between 
the number of relapses and the degree of cellular activation was observed in co-
infected patients (p<0.05 and r = 0.80, data not shown). These results suggest 
that repeated VL relapses may worsen the effector immune response and 
consequently its ability to control parasites, result- ing in a vicious cycle. These 
data reinforce the importance of epidemiological surveillance as well as the early 
diagnosis and treatment of VL. 
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The similarity in the impairment of immunological parameters between 
the NR and R groups at the beginning of follow-up indicates that the parasite 
antigens released during active disease were equally present in these groups, 
despite different clinical outcomes. In addition, longer exposure to HIV infection 
and a longer period between HIV diagnosis and the first active VL episode, as 
observed in the R group in comparison to the NR group, seem to be cru- cial 
factors that predispose patients to VL recurrence. The longer exposure could be 
related to the maintenance of high levels of activation, with consequent ongoing 
immune suppression and recurrence of disease. 

Herein, the NR group displayed a significant decrease in the degree of 
activation at 6 and 12 mpt. This change could not have been due only to the 
control of Leishmania infection because the R group also had a reduced 
parasite load after anti-Leishmania treatment and secondary prophylaxis 
over 12 months. Despite this reduction, only four of the 11 co- infected 
patients in the R group still had low but detectable Leishmania kDNA copy 
numbers in the peripheral blood at the end of follow-up. This observation 
reinforces the concept that a continuous low level of Leishmania parasitemia 
can occur in treated patients despite an adequate clinical response to specific 
therapy. This phenomenon can lead to a clinical condi- tion characterized by 
alternating asymptomatic and symptomatic states [6,7]. Moreover, 
considering that parasite control did not prevent VL relapse in the R group, it is 
reasonable to propose that other factors could contribute to the maintenance 
of high levels of activation in this group. 

Persistent activation in HIV infection as well as in VL/HIV co-infection has 
been associated with microbial translocation from the intestinal lumen into the 
bloodstream [24,27,28,40,41]. In the current study, VL/HIV-R patients showed 
higher levels of sCD14, which were positively correlated with the elevated levels of 
plasma LPS, suggesting that sCD14 is biologically active. The activation of 
monocytes/macrophages via sCD14 levels contributed not only to the height- 
ened degree of systemic activation through cytokine release but also to the 
impairment of immune reconstitution because sCD14 levels were negatively 
correlated with CD4

+
 T cell counts. These data indicate that microbial 

translocation is an additional factor contributing to frequent VL relapses in 
patients with HIV infection because only VL/HIV-R patients main- tained 
persistent high levels of sCD14 and LPS after viral and parasite control was 
achieved. 

Considering that the sCD14 levels were positively correlated with the parasite 
load [data not shown], further studies will be necessary to elucidate whether L. 
infantum infection can also affect the gut-associated lymphoid tissue (GALT) 
[42,43]. It is currently believed that the role of L. infantum is likely indirect 
because, similar to what has been described for HIV [24,44], this parasite can 
also be involved in some damage to the gut-associated lymphoid tissue (GALT) 
[42–43]. Thus, both pathogens can contribute to increased intestinal permeability 
and consequent microbial translocation, which in turn can maintain the activation 
status in co- infected patients. Early results from our group showed that LPS 
levels were augmented in VL patients only during the active phase of disease 
[25]. 

In this scenario, the clinical condition of VL/HIV patients can be aggravated by 
the conse- quences of immune activation, referred to as accelerated aging of the 
immune system. 

Herein, it was hypothesized that the increased levels of chronic activation 
in VL/HIV co- infection could play a crucial role in promoting the rapid decline 
of immune system compe- tence, making immunosenescence an additional 
factor that contributes to the recurrence of VL in HIV-infected patients. In fact, 
co-infected patients had high percentages of senescent CD4

+
 and CD8

+
 T 

lymphocytes, which reflects chronic immune activation that does not change 
despite the use of HAART and maintenance of anti-Leishmania treatment. 
This result is consistent with what has been observed in VL/HIV patients from 
the Mediterranean basin [30]. Our data confirm this finding through a 
prospective study design and in patients 
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presenting two distinct clinical outcomes: relapse or no relapse. However, 
the degree of senescence did not differ between the VL/HIV-R and VL/HIV-NR 
groups, suggesting that the quantitative accumulation of terminally 
differentiated cells is not the only important fac- tor. Indeed, 
immunosenescence includes a 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 the CD4

+
 T cell 

count was negatively corre- lated with cellular activation and that activation is 
the primary cause of immunosenescence [data not shown], there are two 
possible explanations for the deficient T cell reconstitution: 1) a deficit in T 
lymphocyte function due to the impairment of proliferative capacity and 
cytokine production following parasite or viral antigen-related stimulation and 
2) decreased thymic output or a failure to mobilize peripheral T cell 
compartments. Because the absence of absolute recovery of CD4

+
 T cells 

after primary VL is an important predictor of relapse in patients infected with 
HIV [2], ongoing studies in this cohort of patients will address these 
possibilities. 

In addition to the involvement of T lymphocytes in co-infection pathogenesis, a 
high degree of B cell activation may be inferred because elevated levels of anti-
Leishmania IgG were observed, particularly in VL/HIV-R patients. Interestingly, 
the IgG3 levels decreased among NR patients after VL treatment and remained 
decreased until the end of follow-up, very simi- lar to what was observed for the 
CD4

+
 and CD8

+
 T lymphocyte activation levels. This result corroborates what has 

been described in the tegumentary form of leishmaniasis [39], suggest- ing IgG3 
as a possible clinical remission marker for VL that deserves more attention. 

In conclusion, our main finding is the observation that HIV-infected patients 
with recur- rent VL have a different immunological profile compared to VL/HIV 
patients with only one lifelong VL episode, even when they receive the same 
medications for viral load control and anti-Leishmania prophylactic therapy. 
Although the activation levels were significantly differ- ent between the R and 
NR groups, it was not possible to demonstrate that the differences in the clinical 
outcomes arise from the process of immunological aging, which may have been 
due to an insufficiently long follow-up period or the influence of other markers 
not included in this analysis. Additionally, the quality of the specific effector 
immune response may be directly related to the different clinical behaviors 
observed in this study. 

Finally, chronically activated immune systems were observed in the patients, 
even when under secondary anti-Leishmania prophylaxis, suggesting that other 
factors may be associated with the maintenance of an inefficient, hyperactive 
immune state, including microbial translo- cation or T cell compartment 
exhaustion. These findings help to improve our understanding of the 
mechanisms underlying relapses and reinforce how important early diagnosis 
and treat- ment are in reducing immune suppression. Future studies will be 
important to demonstrate the applicability of these results in the clinical 
management of these patients in terms of pre- dicting their clinical prognosis as 
well as deciding whether to prescribe secondary prophylaxis. 

 
Supporting Information 

S1 Fig. Gating strategy for evaluating the degree of cellular activation of T 
lymphocytes in visceral leishmaniasis/HIV (VL/HIV)-co-infected patients. The 
population of CD3

+
 T lym- phocytes (region 2) in the region bounded as total 

lymphocytes  (region 1) was  defined.  Then, the respective lymphocyte 
subpopulations, namely, CD4

+
 T and CD8

+
 T cells (regions 3 and 4, respectively) in 

the CD3
+
 T cell gate were defined. Finally, the coexpression of the HLA-DR 

and CD38 molecules on CD4
±
 and CD8

±
 T cells was determined from an 

analysis of the dot plots. The figure shows a representative profile of a non-
relapsing patient with VL/HIV. (TIF)  
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S2 Fig. Gating strategy for evaluating the degree of cellular senescence of T 
lymphocytes in visceral leishmaniasis/HIV (VL/HIV)-co-infected patients. The 
population of CD3

±
 T lym- phocytes (region 2) in the region bounded as total 

lymphocytes (region 1) was defined. Then, 
the respective lymphocyte subpopulations, namely, CD4

+
 T and CD8

+
 T cells 

(regions 3 and 4, respectively) in the CD3
+
 T cell gate were defined. Finally, the 

coexpression of the CD57 and CD27 molecules on CD4
±
 and CD8

±
 T cells was 

determined from an analysis of the dot plots. The figure shows a representative 
profile of a non-relapsing patient with VL/HIV. 

(TIF) 

S3 Fig. Titers of anti-Leishmania infantum immunoglobulin G (IgG) and the IgG1 
isotype in visceral leishmaniasis/HIV (VL/HIV)-co-infected patients. IgG and 
IgG1 levels in the relapsing (R) and non-relapsing (NR) groups during the entire 
follow-up. The red dashed line represents the median values of the IgG and IgG1 
levels in healthy controls (medians: 0.85 and 0.19; interquartile ranges: 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 mpt: 6 months post-treatment; 12 mpt: 12 
months post- treatment. 

(TIF) 

S1 Table. Copies per mL numbers for viral RNA and kDNA of Leishmania (L.) 
infantum 

presented by visceral leishmaniasis/HIV (VL/HIV) co-infected patients. 

(DOC) 
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RESUMO 

Introdução: Pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV que 

controlam a infecção por Leishmania mostraram uma aumentada contagem de 

células T CD4+ e menores níveis de células T ativadas após o tratamento anti-

Leishmania (mpt). Isto não foi observado em pacientes recidivantes-LV/HIV, 

embora ambos os grupos tenham mostrado linfócitos senescentes. Nosso 

objetivo foi avaliar se esse ganho de células T estava relacionado a mudanças 

no repertório TCRVβ e status inflamatório, bem como ao possível envolvimento 

tímico na reconstituição desses novos linfócitos. 

Métodos: Pacientes LV/HIV agrupados em não-recidivantes (-NR-=7) e 

recidivantes (-R=11) foram avaliados desde a fase ativa até 12 mpt. HIV-

apenas e indivíduos sadios (HS) foram incluídos. 

Resultados: Casos LV/HIV apresentaram um perfil de mobilização alterado 

(expansões e retrações) das famílias Vβ quando comparados aos sadios 

(p<0.05). O repertório TCRVβ sobre células T CD4+ foi mais homogêneo nos 

casos LV/HIV-NR, mas homogêneo sobre células T CD8+, uma vez que 

diferentes famílias Vβ foram mobilizadas. Pacientes LV/HIV-NR reduziram o 

status inflamatório aos 6 mpt. Um aumento dos emigrantes tímicos (TREC) foi 

observado em pacientes LV/HIV-NR aos 10 mpt comparados aos LV/HIV-R 

(p<0.01), que mantiveram níveis de TREC menores do que os controles HIV. 

Conclusões: Pacientes que ainda mantêm a função tímica deve ser capaz de 

reconstituir o compartimento de linfócitos T com células efetoras, possibilitando 

o controle parasitário.  
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Abstract 

Background: Visceral leishmaniasis/HIV-coinfected patients (VL/HIV) who 

control Leishmania infection showed increased CD4+ T-cell counts and lower 

levels of activated T-cells post anti-leishmanial treatment (mpt). This was not 

observed in relapsing-VL/HIV patients, albeit both groups displayed senescent 

lymphocytes. Our aim was to evaluate if this gain of T cells was related to 

changes in the peripheral TCRVβ repertoire and inflammatory status, as well as 

the possible thymus involvement in the replenishment of these newly 

lymphocytes. 

Methods: VL/HIV patients grouped into non-relapsing (-NR=7) and relapsing (-

R=11) were evaluated from the active phase up to 12mpt. HIV-infected patients 

(non-VL) and healthy subjects (HS) were included. 

Results: VL/HIV cases presented an altered mobilization profile (expansions or 

retractions) of the Vβ families when compared to HS (p<0.05). TCRVβ 

repertoire on CD4+ T-cells was more homogenous in the VL/HIV-NR cases, but 

heterogeneous on CD8+ T-cells, since different Vβ-families were mobilized. 

VL/HIV-NR had the inflammatory pattern reduced after 6mpt. An increase of the 

thymic emigrants (TREC) was observed in VL/HIV-NR at 10mpt compared to -R 

(p<0.01) who maintained lower TREC levels than HIV controls. 

Conclusions: Patients who still maintain the thymic function may be able to 

replenish the T lymphocyte compartment with effector cells enabling parasite 

control. 

 

Key words: visceral leishmaniasis/HIV-1 coinfection; thymic output; TCRVβ 

repertoire; relapses; immune response. 
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Introduction 

Visceral leishmaniasis (VL) is a neglected tropical disease associated 

with poverty, being a public health issue in endemic countries, mainly in tropical 

and subtropical regions [1-2]. Most of VL cases in the Americas occurs in Brazil, 

where around 4,000 new cases are reported annually [1-3] . An increasing 

number of HIV-associated VL (VL/HIV) cases has been reported since 2001 

reaching 7.8% of the whole VL cases reported in 2017 [3]. Noteworthy, VL/HIV 

patients frequently fail to respond successfully to treatment, exhibiting a high 

rate of drug toxicity, relapses and mortality [1-2, 4].  

VL/HIV patients evolve with an intense immunosuppression and, 

paradoxically, potentiated cellular activation, despite antiretroviral therapy (ART) 

and clinical remission of VL [2, 5]. We previously demonstrated that Leishmania 

infection was the main cofactor associated with the immune activation state in 

HIV-infected individuals [5] . Allied to this, elevated levels of lipopolysaccharide 

(LPS) pointed out that microbial products from the gut lumen translocation, 

could also be involved in the exacerbated pro-inflammatory status of VL alone 

[6] and VL/HIV co-infected patients [2, 7]. 

Plasma inflammatory cytokines levels, as well as soluble molecules 

associated with inflammation such as d-dimers, neopterin, soluble CD163 and 

leptin levels have been described as important predictors of severity and death 

in VL [8-12]. We showed that relapsing HIV-co-infected VL patients maintained 

low CD4+ T lymphocyte counts, higher levels of activated CD4+ and CD8+ T 

cells, sCD14 and anti-Leishmania IgG3, even 12 months after anti-leishmanial 

treatment, whereas this immune profile was reverted in non-relapsing-VL/HIV 
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patients after anti-Leishmania treatment [13]. This indicates intense activation 

leading to an exhaustion of the immune response to the parasite, which may 

contribute to the frequent VL relapses or even faster disease progression [2,14].  

Continuous cellular activation induces immunosenescence and 

exhaustion of primary immune resources. As a consequence, decreased 

generation of new T cells and lower peripheral T-cell repertoire diversity takes 

place [15-17]. In this respect, it is relevant to point out that the thymus of HIV 

patients is also affected, compromising both the lymphoid and 

microenvironmental compartments of the organ [18]. Thymic capacity of 

exporting mature T lymphocytes can be ascertained by quantifying the T-cell 

receptor excision circles (TRECs). These circles are generated intrathymically 

during the somatic gene rearrangement process that generates the T-cell 

receptor (TCR) and are unique of naive Tαβ cells, and allow the identification in 

the periphery of the so-called recent thymic emigrants (RTEs) [19-21].  

In a second vein, HIV-positive patients evolve with disturbances in the 

generation of the T lymphocyte receptor Vβ repertoire (TCRVβ) [17], which can 

potentially compromise the effector responsiveness to a variety of antigens, 

including Leishmania. In this context, disorders of the TCRVβ repertoire have 

been related to the immunopathogenesis of several diseases, such as cancer 

[22]; rheumatoid arthritis [23] ; hematological comorbidities [24]; Chagas disease 

[25]; cutaneous leishmaniasis [26-27]; and HIV/AIDS [28-29]. HIV-positive 

patients with a restrict mono-oligoclonal TCRVβ repertoire profile present a 

rapid AIDS-progression, suggesting that the T-cell repertoire disturbances do 

influence the HIV/AIDS prognosis [28] and of its association with other 
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infections, such as Epstein Barr virus [30]. Moreover, after ART a change on the 

profile of the TCRVβ repertoire is observed since, not only newly Vβ families 

appear in the periphery, but also others are positive or negatively mobilized [29, 

31]. 

We recently showed that VL-HIV co-infected patients with satisfactory 

clinical evolution and no recurrence of VL (non-relapsing) showed increased 

levels of the circulating CD4+ T cell pool, indicating that they still have the ability 

to replenish the peripheral T cell compartment. Differently however, this was not 

observed in relapsing VL-HIV patients suggesting a sort of burnout of T cell 

sources [32]. The main source of these T cells, peripheral lymphoid organs or 

thymus, can be affected by both Leishmania and HIV infection [18, 33-34]. 

Accordingly, it is conceivable that the compromising degree of one of these 

compartments may be related to a deficient immune response. These features 

may contribute to the lack of parasite control which in turn can explain the 

frequent relapses in VL/HIV [13-14]. Thus, the aim of this study was to evaluate 

if the gain of T cells observed in VL/HIV-NR patients after anti-Leishmania 

treatment [13] was related to changes in the mobilization prolife of the 

peripheral TCRVβ repertoire. Additionally, we investigated whether the thymus 

is involved in the replenishment of newly T cells, especially in non-relapsing 

VL/HIV co-infected patients. 
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Patients and methods 

Casuistic of the study and ethical aspects 

Eighteen VL/HIV co-infected patients were recruited from Hospital 

Eduardo de Menezes, Belo Horizonte, Brazil, being prospectively followed from 

February 2011 up to March 2013. These patients were grouped in relapsing 

VL/HIV (VL/HIV-R; n=12) e non-relapsing VL/HIV (VL/HIV-NR; n=6) 

respectively, according to the occurrence or not of VL relapse episodes 

throughout life. Clinical aspects, diagnosis, treatment and ethical aspects were 

previously reported [13]. Parasitological tests (direct exam and culture) from 

bone marrow aspirates were used to confirm the VL diagnosis in all patients. At 

that time, the first line treatment recommended by the Ministry of Health for 

VL/HIV patients was amphotericin B deoxycholate for 4 weeks [35]. After 

treatment, secondary prophylaxis with amphotericin B was offered every two 

weeks to those VL/HIV patients that maintained absolute CD4+ T lymphocyte 

counts below 350 cells/mm3 [36].  

The immunological parameters were evaluated in the following 

monitoring periods: active phase, post-treatment, six and 12 months post-

treatment (mpt). Patients infected only with HIV or Leishmania, as well as 

healthy subjects (HS) were included as controls. This study was approved by 

ethical review board of Hospital Eduardo de Menezes and FIOCRUZ (Instituto 

René Rachou and Instituto Oswaldo Cruz). 

 

Evaluation of TCRVβ repertoire levels by flow cytometry 
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To evaluate the Vβ repertoire of T lymphocytes was used the 

IOTest®Beta Mark kit (Beckman-Coulter, Fullerton, CA, EUA), which have 

specific monoclonal antibodies for 24 Vβ chains belonging to 19 from 26 Vβ 

families known. In this kit, three Vβ different chains were simultaneously 

analyzed in a single dotplot, being marked with the following fluorochromes: 

FITC or PE or with the FITC-PE combination. Therefore, this flow cytometry 

protocol allowed to analyze the expression of Vβ chains in the subpopulations 

of CD4+ and CD8+ T lymphocytes using anti-CD4 PercP (Peridinin-chlorophyll 

proteins) and anti-CD8 APC (allophycocyanin) monoclonal antibodies. The gate 

of these subpopulations was defined within the CD3+ T lymphocyte 

compartment, in a tube containing anti-CD4 PercP, anti-CD8 APC and anti-CD3 

FITC monoclonal antibodies. From this lymphocyte subpopulations (CD4+ or 

CD8+ T cell), a dotplot was created to define the percentages of cells 

expressing such Vβ Family. PBMCs obtained of the Ficoll-Hypaque gradient 

centrifugation were used to ex vivo immunophenotyping and all samples were 

acquired by a FACSCalibur® device (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). For 

each sample 20,000 events were acquired within the lymphocyte gate. The 

cytometry analyses were performed using the Cell Quest ProTM software (BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA). 

 

Quantification of cytokine levels  

A multiplex assay was realized to quantify the serum levels of the 

following cytokines: IFN-, TNF, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-

12, IL-13, IL-17, MCP-1 and MIP-1β. Cytokine contents were calculated by 

Luminex technology (Bio-Plex Workstation; Bio-Rad Laboratories, USA). The 
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analysis of data was performed using software provided by the manufacturer 

(Bio-Rad Laboratories, USA). Recombinant cytokines were used to establish 

standard curves and the sensitivity of the assay. Results were expressed as 

mean fluorescent intensity (MFI). The MFI of the last point of each standard 

curve was used to determine the detection limit of each cytokine.  

 

Quantification of T cell receptor excision circles (TRECs) by qPCR 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) previously cryopreserved 

were thawed and the DNA was extracted directly from these cells using the 

QIAamp DNA Blood Mini kit following the manufacturer’s instructions (Qiagen, 

Manchester, UK). The DNA was extracted of an initial concentration of cells 

which ranged from 1 to 5 million PBMC/mL. After extraction, the eluted DNA 

was quantified through of NanoDrop 2000c spectrophotometer (Thermo Fisher 

Scientific, Wilmington, USA). TRECs were quantified by real-time quantitative 

Polymerase Chain Reaction (qPCR), according to the principles of the test 

established by Douek et al [19]. Briefly, 2 µL of extracted DNA was added in 

MicroAmp® Optical 96-well reaction plate (Applied Biosystems®) with 3 µL of 

TREC reaction mix, which consisted in: miliQ water; TREC primers: Forward 

(5’-CAC ATC CCT TTC AAC CAT GCT-3’) and Reverse (5’-GCC AGC TGC 

AGG GTT TAG G-3’); probe TREC (6-FAM-ACA CCT CTG GTT TTT GTA AAG 

GTG CCC ACT-39-TAMRA); and the 2x TaqMan Universal Master Mix II 

enzyme (Applied Biosystems®). Reaction final volume was 5 µL/well. To control 

the quality of the assay and the integrity of the extracted DNA as well as to 

standard the final result of TRECs/106 PBMC, the RNAseP endogenous 

constitutive gene was quantified in all samples. To perform TREC quantification  
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a plasmid containing  TREC sequence cloned kindly provided by Dr. Daniel 

Douek (Vaccine Research Center, NIH, USA) were serially diluted from 106 to 

10-1 TREC copies/µL and used as standard curve amplified in parallel in each 

experiment. A standard curve of RNAseP with known concentrations (from 106 

up to 101 copies/PBMC) of PBMC extracted-DNA from a healthy control sample 

were also included in each assay. The qPCR run was performed in the 7500 

Real-Time PCR System equipment (Life Technologies). Then, a quantitative 

amplification of the TREC/μL and RNAseP/PBMC copies in each sample was 

generated. Each sample was run in duplicate and the final results of TREC/106 

PBMC were obtained by dividing the amount of TREC by the amount RNAseP 

of each sample. 

 

Statistical analysis 

The statistical analyses were performed using GraphPad Prism software 

(version 6.0, San Diego, CA, USA). For comparisons between VL/HIV co-

infected patients and control groups we used non-parametric tests: Mann 

Whitney when two groups were analyzed; ANOVA (Kruskal-Wallis) and Dunns 

post-test when three or more groups were simultaneously compared. 

Parametric test (Wilcoxon) was applied when the same patient was compared 

in his/her different phases of follow-up. Differences were considered statistically 

significant when the p value was <0.05. Heatmap analyses were performed to 

evaluate the differential expression patterns of TCRVβ repertoire on T cell 

subpopulations in VL/HIV patients. For this, the online software Heat mapper® 

(Wishart Research Group at the University of Alberta) were used to draw a 

heatmap from a spreadsheet which contained the expression index of each 
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TCRVβ family for each patient evaluated, using the following formula: % Y-Vβ 

family expression of the X-patient in a given follow-up period divided by average 

of the % Y-Vβ family expression in the healthy controls. The clustering method 

used for analysis was the average linkage, and the distance measurement 

method applied was Euclidean. 

 

Results 

Mobilization of the CD4+ and CD8+ T-cell Vβ repertoire after anti-

Leishmania treatment in non-relapsing and relapsing visceral 

leishmaniasis/HIV co-infected patients  

As previously shown, VL/HIV-NR or VL/HIV-R patients presented similar 

levels of CD4+ T cells during active phase of VL [13] (Table 1). However, at 6 

months post-treatment (mpt) a significant increase in this population was 

observed in VL/HIV-NR patients, remaining until 12 mpt (medians (VL/HIV-NR): 

297 and 350 cells/mm3; IQR: 216-478 cells/mm3 and 284-659 cells/mm3; 

medians (VL/HIV-R): 132 and 126 cells/mm3; IQR: 76-203 cells/mm3 and 39-

232 cells/mm3; p<0.05). Although CD8+ T lymphocyte counts also increased in 

the VL/HIV-NR group after treatment, no significant differences were found 

throughout the follow-up when the patients were evaluated individually (Table 

1). This indicates that the main mobilization occurs in the CD4+ T cell pool. 
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Table 1. T cell absolute counts of patients with visceral leishmaniasis  

co-infected by HIV 

VL/HIV group 
Follow-up 

phase 
Median CD4+ (IQR) Median CD8+ (IQR) n 

Non-relapsing  
(NR-VL/HIV) 

Active VL 86.5  (66.25-120.5) 364  (238.5-1032) 6 
Post-treatment 166.5  (120.3-263.8) 499  (386.8-961.8) 6 

6 mpt 297  (216.8-478.5)A 766.5  (428.8-1872) 6 
12 mpt 350  (284.5-659.5)B 806  (651.5-1408) 6 

Relapsing 
 (R-VL/HIV) 

Active VL 116  (51.75-185) 418  (226.8-881) 12 
Post-treatment 189.5  (96-257.8) 556  (390.3-1305) 12 

6 mpt 132  (76-203) 425  (309-705) 11 
12 mpt 126  (39.25-232.3) 327.5  (218-1476) 10 

VL/HIV: patients with visceral leishmaniasis co-infected by HIV; mpt: months 

post-treatment; IQR: interquartile range; Asignificant difference between non-

relapsing (NR) and relapsing (R) VL/HIV patients at 6 mpt; Bsignificant 

difference between non-relapsing (NR) and relapsing (R) VL/HIV patients at 

12 mpt; n: number of patients in each follow-up phase. 

 

Considering that VL/HIV-NR patients had an important degree of immune 

reconstitution, mainly in CD4+ T cells, differing from VL/HIV–R cases, we 

decided to investigate whether this input was associated with newly TCRVβ 

repertoire diversity or even differentially mobilized. 

We found that more than 50% of the TCRVβ repertoire evaluated on 

CD4+ and CD8+ T cells were significantly altered in both VL/HIV-NR and 

VL/HIV-R patients, in comparison to healthy individuals. This mobilization was 

either for a higher or a lower expression of Vβ families, regardless of the clinical 

phase of the follow-up (17 Vβ families altered in CD4+ T cells and 12 Vβ 

families altered in CD8+ T cells; tables 2 and 3, respectively). The Vβ7.2 was 

significantly less expressed in VL/HIV-NR patients when compared to the profile 
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of HS (table 2). The expression levels of this family on CD4+ T cells remained 

below 1% in VL/HIV-NR patients up to 12 mpt, suggesting a reduced 

mobilization of the corresponding CD4+ T cells (see Supplementary Fig. 1A). By 

contrast, the Vβ13.6 was more expressed in both VL/HIV-NR and VL/HIV-R 

groups, especially in the VL active phase (table 2). Moreover, during the active 

phase, the number of Vβ families more expressed in CD4+ T cells was higher in 

VL/HIV-R than in VL/HIV-NR patients (table 2). The VL/HIV-NR patients 

presented an increase in the expression of three families: Vβ5.1, Vβ13.6 and 

Vβ1; whereas VL/HIV-R patients showed elevated levels in six families: Vβ18, 

Vβ13.6, Vβ23, Vβ22, Vβ13.2 e Vβ4 (table 2, see Supplementary Fig. 1A). Of 

note, the Vβ22 family was mobilized by more than 5% of the CD4+ T cell 

repertoire in VL/HIV-R patients during the active phase (see Supplementary Fig. 

1A). Nevertheless, at 6 and 12 mpt, only the Vβ5.1 (>5% at 12 mpt; see 

Supplementary Fig. 1B) and the Vβ13.6 families, respectively, remained 

significantly more expressed in the VL/HIV-NR patients, in comparison to HS 

(table 2). By contrast, with exception for the Vβ22 family, all other Vβ families 

significantly more expressed in the active phase of VL/HIV-R patients remained 

significantly higher after anti-Leishmania treatment (table 2), in comparison to 

HS. In these patients, the expression of the Vβ13.6 and Vβ4 families remained 

higher than HS until 6 mpt (table 2). Yet, it is noteworthy that the percentages of 

Vβ4 mobilization were always below 1% in the CD4+ T repertoire until 12 mpt. 

This was also observed in VL/HIV-NR patients (Supplementary Figs. 1A-B), 

although significant differences in comparison to the HS were only observed 

after 6 mpt (table 2). 
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The mobilization profile of TCRVβ repertoire in CD8+ T cells (table 3) 

revealed that the Vβ3 family was more expressed in VL/HIV-NR patients during 

active phase, post-treatment and at 6 mpt, when compared to HS. The 

expression levels of this family in CD8+ T-cells from these patients were above 

5% throughout the follow-up (Supplementary Figs. 1C-D). Such an increase 

was not observed in relation to VL/HIV-R cases. The Vβ18 was also 

significantly more abundant in VL/HIV-NR patients during active and anti-

Leishmania post-treatment phases. Differently, the Vβ2 family remained less 

expressed in both VL/HIV-NR and VL/HIV-R groups during the whole follow-up 

period. This finding indicates a mobilization profile characteristic of the VL/HIV 

association. Similarly, the Vβ7.2 was less expressed, not only in the VL/HIV-NR 

patients during all follow-up but also in the active and 6 mpt phases of VL/HIV-R 

patients. The mobilization profile of this family represented less than 1% in both 

groups, in the active and the 12 mpt phases (Supplementary Fig. 1C-D), 

suggesting a restriction of this family in VL patients. 

In comparison to healthy individuals, only the Vβ23 family was more 

expressed in the VL/HIV-R patients during the VL active phase. No other 

significant difference in terms of higher expression could be seen in the course 

of the prospective follow-up of this group (table 3). This same family, as well as 

the Vβ11 and Vβ4 families were more expressed in VL/HIV-NR patients in the 

post-treatment, 6 and 12 mpt, respectively. Noteworthy, practically no significant 

change in the TCRVβ mobilization profile was seen in CD8+ T cells from 

relapsed patients, since many families were differently mobilized in each clinic 

phase. This indicates that the CD8+ TCRVβ repertoire in VL/HIV-R patients is 
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more heterogeneous, which could be related to a reduced ability of parasite 

control. 

Despite of the similarities and differences described above, especially in 

relation to the healthy group, punctual changes along the clinical follow up of 

the VL/HIV-NR and VL/HIV-R patients were observed for some Vβ families 

(Figs. 1A-B). In this sense, a tendency to higher percentages of the Vβ3 and 

Vβ9 families on CD4+ T cells was seen in VL/HIV-NR patients when compared 

to VL/HIV-R, mainly during active phase of disease. The VL/HIV-R, in turn, had 

similar levels of these families in comparison to HS, particularly during the 

active phase. For example, during active phase of disease, the Vβ8 family 

seems to be more expressed on CD4+ T cells of VL/HIV-R patients than in 

VL/HIV-NR patients (Fig. 1C). Moreover, the levels of the Vβ9 and Vβ23 

families on CD4+ T cells significantly decreased in both groups. The levels of 

mobilization of these families were below 1% in the period of 12 mpt (Figs. 1B, 

1D, see Supplementary Fig. 1B). Interestingly, the percentages of Vβ23 and 

Vβ18 families on CD4+ T cells showed a tendency to be higher in NR- and 

VL/HIV-R patients, mainly during the active phase, in comparison to HS, which 

may be associated with the presence of Leishmania (Figure 1D-E). 

Furthermore, the Vβ18 family had your expression levels decreased during the 

clinical follow-up of the VL/HIV-R patients (Fig. 1E).  

In relation to the TCRVβ repertoire on CD8+ T cells, the expression levels 

of Vβ3 and Vβ18 families presented a trend towards to be higher in the VL/HIV-

NR patients when compared to the VL/HIV-R group, mainly in the active phase 

of VL (Figs. 2A-B). It is interesting to note that these two Vβ families had 

already been pointed out above because they were significantly higher in 
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VL/HIV-NR cases compared to healthy ones (table 3, Figs. 2A-B). Although the 

VL/HIV-R patients have shown Vβ3 levels similar to HS and lower than VL/HIV-

NR group (Fig. 2A), this family was the only one mobilized above 5% in the 

CD8+ T cell repertoire at 12 mpt (see Supplementary Fig. 1D). Moreover, during 

active phase of VL, the mobilization percentages of the Vβ5.2 and Vβ23 

families were higher in VL/HIV-R patients when compared to VL/HIV-NR group 

(Figure 2C e D), although without significant difference.  

In the prospective follow-up, the levels of the Vβ18 e Vβ23 families on 

CD8+ T cells significantly decreased in the VL/HIV-NR patients during the 12 

mpt in comparison to the initial phases (Figure 2B e D), with percentages below 

1% in this phase of follow-up (see Supplementary Figure 1D). Among the 

VL/HIV-R patients, there was a significant decrease at 6 mpt of the Vβ23 family 

(Figure 2D). Although not significant, it was also observed a decrease in the 

expression of Vβ5.2 and Vβ23 family on CD8+ T cells in this group at 12 mpt 

(Figure 2C and D). Finally, an increase in the expression levels of the Vβ11 

family in VL/HIV-NR patients was observed after anti-Leishmania treatment 

(Figure 2E). 

The other changes in the CD4+ and CD8+ T cells TCRVβ repertoire in 

VL/HIV-NR and VL/HIV-R patients are shown as supplementary material (see 

Supplementary Figures 2-3). 

In order to provide a qualitative overview of the Vβ disturbances, we 

used a heatmap strategy to represent the fold change of the percentages of 

each TCRVβ family presented by each VL/HIV patient in all phases of follow-up. 

The CD4+ TCRVβ repertoire analysis (Figures 3A) showed that the Vβ9 and 

Vβ5.3 families were highly mobilized during the active phase mainly in the 
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VL/HIV-NR, reducing after the anti-Leishmania treatment in both groups. The 

Vβ18 family also presented increased expression levels during the active phase 

and after treatment against Leishmania among VL/HIV-NR patients, decreasing 

in the 6 and 12 mpt. This same pattern was observed for the Vβ22, Vβ1, Vβ23 

and Vβ18 families among the VL/HIV-R patients. At 12 mpt, it was observed a 

reduction in the expression levels of the Vβ13.1 and Vβ23 families among 

VL/HIV-NR patients and of the Vβ23 and Vβ2 families among VL/HIV-R 

patients. The Vβ7.2 and Vβ13.2 families had a tendency to be more expressed 

among VL/HIV-R in comparison to VL/HIV-NR. The opposite was observed for 

the Vβ3 family, whose mobilization tended to be clearly higher among VL/HIV-

NR. 

Heatmap analysis of the CD8 TCRVβ repertoire reinforced our previous 

observations (Figure 3B). The Vβ18 was highly mobilized in the early periods of 

the follow-up among VL/HIV-NR patients, but their levels decreased at 6 and 12 

mpt. The opposite was observed for the Vβ4, whose levels were decreased at 

the beginning of follow-up for most VL/HIV-NR patients, but increased during 6 

and 12 mpt. Also, the Vβ23 family mobilization was expressively reduced 

among VL/HIV-NR patients at 12 mpt. An extremely heterogeneous pattern of 

CD8 TCRVβ repertoire in the VL/HIV-R cases was evidenced. Then, only the 

Vβ5.2 family was noteworthy among VL/HIV-R patients, whose levels of 

expression were increased from the active phase up to 6 mpt and reduced at 12 

mpt. Overall, the Vβ23 family tended to be more used among VL/HIV-R when 

compared to VL/HIV-NR patients. Finally, the levels of Vβ3 family were not only 

elevated during all the clinical follow-up of the VL/HIV-NR, but also tended to be 

higher in this group in comparison to VL/HIV-R patients (Figure 2A; Figure 3B). 
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Considering that VL/HIV-NR and VL/HIV-R patients differed in their T cell 

reconstitution profile (CD4+ T cell counts and TCRVβ repertoire), especially after 

6 mpt we decided to investigate the impact of this on pro- and anti-inflammatory 

cytokine status of these patients. During the active phase and post-treatment 

VL/HIV-NR and VL/HIV-R patients displayed similar levels of IL-8 and TNF 

(Figure 4A-B). Nevertheless, in VL/HIV-NR patients there was a significant 

decrease in the levels of these cytokines, from 6 mpt compared to the early 

phases. By contrast, VL/HIV-R patients kept or even augmented IL-8 and TNF 

levels, which were actually higher than those observed in VL/HIV-NR cases 

(Fig. 4A-B) (p<0.05). 

Interestingly, it was also observed a significant decrease in the serum IL-

10 levels in VL/HIV-NR patients at 6 and 12 mpt in comparison to the active 

phase of VL (Figure 4E). This finding may be associated to the fact of the 

parasite load in this group have become undetectable after anti-Leishmania 

treatment (Figure 4F). 

For the other cytokines, the same pattern was observed; the majority of 

the VL/HIV-NR patients showed a tendency to reduce IFN-ɣ and IL-6 (Figure 

4C-D), as well as IL-2, IL-17, MIP-1β, IL-13 and IL-4 levels (see Supplementary 

Figure 4B-C and 4E-G) at 6 and 12 mpt in relation to the active phase and 

immediately after the anti-Leishmania treatment. On the other hand, among the 

VL/HIV-R patients, IFN-ɣ and IL-6 (Figure 4C-D), as well IL-1β, CCL2, CCL4 

and IL-4 (see Supplementary Figure 4A, D, E, G) levels tended to remain 

elevated or even higher at 6 and 12 mpt in comparison to those found in the 

early periods of clinical follow-up.  
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Thymic output may contribute to the replenishment of T cells in non-

relapsing visceral leishmaniasis/HIV patients 

Finally, considering that both VL/HIV-NR and VL/HIV-R showed elevated 

percentages of senescent T cells [13], but different degree of immune 

reconstitution, inflammatory profile and mobilization of Vβ families, we 

questioned whether the thymic compartment could be contributing to this 

differentiated immune status.   

We found that TREC copies per million of PBMCs were lower in the 

VL/HIV coinfected patients during active phase (1650 TRECs; IQR: 1035-2024 

TRECs) and post-treatment (1218 TRECs; IQR: 406.4-3013 TRECs) when 

compared to HIV mono-infected or healthy subjects (HIV: 8382 TRECs; IQR: 

4959-42011 TRECs; and HS: 61592 TRECs; IQR: 10542-99927 TRECs) (Fig. 

5A). Nevertheless, a significant increase was observed among co-infected 

patients at 10 months post anti-VL treatment (mpt), as compared to the initial 

phases of the follow-up (Fig. 5A). When these patients were split into relapsing 

(VL/HIV-R) and non-relapsing (VL/HIV-NR), it was observed that the augment in 

TRECs at 10 mpt was due to a significant increase in VL/HIV-NR patients in 

comparison to VL/HIV-R (Fig. 5B). The median of TREC copies in PBMCs seen 

in VL/HIV-NR patients were higher than those observed in the HIV mono-

infected individuals and some of VL/HIV-NR patients showed data rather close 

to the median of HS (Fig. 5B, dashed line). By contrast, VL/HIV-R patients 

maintained low TREC copies during all the follow-up period, and below the 

medians of the control group (Fig. 5B). 
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The significant increase in the numbers of TREC copies in VL/HIV-NR 

patients at 10 mpt (Fig. 5B) may reflect their ability to replenish the pool of 

peripheral CD4+ T cells, as we showed previously [13] (Table 1). 

The TREC copy numbers per million PBMCs at 10 mpt negatively 

correlated (p<0.05, r=-0.567) with the number of relapses observed in VL/HIV 

patients in this same period of follow-up, as seen in figure 5C, again suggesting 

that the impairment of the thymic output may influence the occurrence of VL 

relapses.  

 

Discussion 

Relapses in VL/HIV patients is a challenge for clinicians since it is not 

only a frequent event, but also difficult to manage because of the scarce 

therapeutic options. A negative correlation between CD4+ T cell counts and 

cellular activation levels in VL/HIV co-infected patients was previously 

demonstrated [13]. Corroborating with these results, relapsing-VL/HIV patients 

whose activation levels were elevated during 12 months clinical follow-up also 

maintained low CD4+ T-lymphocyte counts. On the other hand, non-relapsing-

VL/HIV [13] presented a gain of CD4+ T [13], but not of CD8+ T cells. Therefore, 

we decided to investigate the quality of the T cells circulating in the periphery, in 

terms of diversity and mobilization profile of Vβ families, its immune status, and 

the probable origin of T cells. 

Disturbances in the TCRVβ repertoire diversity are observed in HIV 

solely infected patients at the acute phase of the infection [28-29,31,37], 

perpetuating through chronic infection [31]. Here, VL/HIV co-infected patients 
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also suffered significant disturbances in the expansion or retraction of several 

Vβ-families, mainly during active and VL post-treatment phases, regardless of 

these are -R or -NR. Although different families were mobilized in both groups, 

the analysis of these disturbances by heatmap suggested a more 

homogeneous TCRVβ repertoire on CD4+ T-cells, especially in the VL/HIV-NR 

cases. On the other hand, the TCRVβ repertoire on CD8+ T-cells is extremely 

heterogeneous when assessed individually, since different Vβ-families were 

mobilized (expansions or retractions). These differential alterations were more 

intense among VL/HIV-R patients in accordance with the mobilization index 

obtained by heatmap. Indeed, major disturbances have been described in the 

CD8+ TCRVβ repertoire, regardless of the clinical status, CD8+ and CD4+ T-cell 

counts, and viral load [38] in HIV-1 infection. On the other hand, the CD4+ 

TCRVβ repertoire appears to be severely disturbed when it has low CD4 T-cell 

counts and high HIV viremia [38]. Considering that CD8+ T-cells are an 

important subpopulation for parasite control, we could infer that this intense 

disturbance on CD8+ T-cells repertoire may be related to the predisposition to 

VL relapses.  

Although a characteristic TCRVβ mobilization profile was not evidenced 

in both R and NR cases, it is noteworthy there were Vβ families highly mobilized 

in the early stages of the follow-up of VL/HIV-NR cases, which tended to retract 

at 12 mpt (Vβ9 on CD4 T-cells; Vβ18 on CD8 T-cells; Vβ23/Vβ13.1 in both CD8 

and CD4 T-cells). This retraction could be related to the return to basal state of 

expression of Vβ families or even to a severe clonal exhaustion process. In this 

context, Vβ3 was less mobilized in CD4+ and CD8+ T-cells in VL/HIV-R patients 

throughout the clinical follow-up, although it is a family that is usually increased 
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in Brazilian HIV-positive patients, either with or without ART [29]. Not only Vβ3, 

but also other families were poorly mobilized among VL/HIV-R patients (as Vβ9 

and Vβ18 on CD4 and CD8 T-cells, respectively), mainly in the VL active phase. 

Considering the continuous Leishmania stimulation in the scenario of VL/HIV 

co-infection, it is plausible to suppose that the exhaustion of primary immune 

resources may influence the effector immune response and therefore the 

occurrence of relapse episodes. The association between the mobilization of 

these families and parasitic control could not be addressed in this study. New 

approaches based on other study designs and using specific stimulations may 

clarify these questions. 

Besides the gain in CD4 T lymphocytes, the reduction of the T-cell 

activation status was markedly observed in VL/HIV patients who achieved 

clinical remission after anti-leishmanial therapy [13]. Then, a possible 

relationship between the improvement of the immune status along with the 

replenishment of T lymphocytes pool (CD4+ T cells gain and TCRVβ repertoire) 

on the profile of systemic inflammatory cytokine was addressed. In the present 

study, VL/HIV-NR group tended to reduce the plasmatic pro- and anti-

inflammatory cytokine levels throughout the clinical follow-up. A cytokine storm 

has been associated with the severity of VL alone [9], with the worsening of the 

immune status and progression to AIDS in HIV-positive individuals [39] and it 

has also been associated with the presence of Leishmania in VL/HIV patients 

[7]. As in a vicious circle, this inflammatory status contributes to maintaining the 

high levels of cellular activation that, in turn, continuously compromises the 

general immune status of relapsing-VL/HIV patients, generating exhaustion and 

peripheral senescence and compromising central immune functions.  



 

93 
 

Despite the reduction of inflammatory status in VL/HIV NR patients, the 

high proportion of peripheral senescent T cells previously verified [13] indicates 

that these patients present an impairment of the T cell proliferative capacity. 

This raised the question about the origin of the newly T cells detected in the 

circulation of VL/HIV-NR patients, which prompted us to investigate the thymus 

participation in this process. Herein, for co-infected patients, the TREC copy 

numbers were low during the VL active phase, suggesting a thymic functional 

impairment in the renewal of the T-cell pool despite ART use and low or 

undetectable viral load in the majority of patients [13]. In fact, it is well described 

that thymic functionality is compromised in HIV-infected patients, especially in 

those without ART [20-21,32,40-41], since the virus has the ability to infect or at 

least to affect thymic stromal cells, T-lymphocyte progenitors and thymocytes, 

which results in lower production of new T-cells and impairs the immune 

reconstitution  [42-43]. 

However, TREC copies in VL/HIV co-infected patients were lower than 

those seen in HIV-solely infected patients. This fact points out that not only 

residual HIV, but also Leishmania can be contributing to the enhancement of 

impaired thymic function in VL/HIV patients. Previous studies have shown that 

Leishmania can affect T-cell progenitors in the bone marrow and the thymic 

microenvironment [42-44], which may also favor the deficient thymic output. 

Additionally, as previously described, the parasite potentiates the immune 

activation degree [5,45], mainly in VL/HIV-R cases [13], which in turn may lead 

to thymic dysfunction. 

More, interestingly this thymic output deficit seems to be more intense in 

those patients presenting VL relapses since they maintained low TREC levels 
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during all clinical setpoints of the clinical follow-up, whereas non-relapsing-

VL/HIV patients recovered these values at 10 mpt. Considering that TREC copy 

numbers were accompanied by maintenance of low absolute CD4+ T-cell 

counts in relapsing-VL/HIV and correlated negatively with the number of 

relapses we may suggest that the thymic impairment may favor the loss of 

parasitic control and the VL recurrences. Future quantification of TREC copies 

in sorted CD4+ and CD8+ T-cells would be useful to define if the CD4+ T-cell 

counts recovery among non-relapsing cases is related to increased TREC copy 

numbers in this subpopulation [46]. 

To the best of our knowledge no other study has reported the degree of 

thymic output in VL/HIV coinfected patients. Therefore, in the context of 

impaired thymic output along with TCRVβ repertoire disturbances and intense 

inflammatory status, it is expected that relapsing-VL/HIV patients present a 

qualitative deficit in the effector cellular immune response, which in turn may 

predispose to VL relapses. Ongoing studies are evaluating the immune 

senescence degree in terms of proliferative capacity and cytokine production by 

these patients. Finally, this set of factors may culminate in a higher susceptibility 

to VL relapses among VL/HIV co-infected patients who have a deficient immune 

system by itself, but that with each relapse becomes increasingly unable to 

control the parasite. 
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Table 2. Differences in the CD4+ T-cell Vβ repertoire mobilization profile of 

relapsing and non-relapsing visceral leishmaniasis (VL)/HIV-co-infected 

patients. 

* Vβ families up-expressed (    ) or down-expressed (    ) in CD4
+
 T cells in comparison to 

healthy subjects. VL/HIV (patients with visceral leishmaniasis co-infected by HIV); Active 

(VL active phase); Early Post-treat (immediately after anti-Leishmania post-treatment); 6 

mpt (six months post-treatment); 12 mpt (12 months post-treatment); mpt (months post 

treatment). 

  Non-relapsing (NR-VL/HIV) Relapsing (R-VL/HIV)  

  
Active 

Early  
Post-treat 

6 mpt 12 mpt Active 
Early  

Post-treat 
6 mpt 12 mpt  

V
β

 f
am

ili
e

s 

5.3          

7.1          

3          

9          

17          

16          

18          

5.1          

20          

13.1          

13.6          

8          

5.2          

2          

12          

23          

1          

21.3          

11          

22          

14          

13.2          

4          

7.2          

VL/HIV (patients with visceral leishmaniasis co-infected by HIV); Active (VL active phase); Post-treat 

(immediatily after anti-Leishmania post-treatment); 6 mpt (six months post-treatment); 12 mpt (12 months post-

treatment). 
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Table 3. Differences in the CD8+ T-cell Vβ repertoire mobilization profile of 

relapsing and non-relapsing visceral leishmaniasis (VL)/HIV-co-infected 

patients. 

* Vβ families up-expressed (    ) or down-expressed (    ) in CD8
+
 T cells in comparison to 

healthy subjects. VL/HIV (patients with visceral leishmaniasis co-infected by HIV); Active 

(VL active phase); Early Post-treat (immediately after anti-Leishmania post-treatment); 6 

mpt (six months post-treatment); 12 mpt (12 months post-treatment;) mpt (months post 

treatment). 

  Non-relapsing (NR-VL/HIV) Relapsing (R-VL/HIV)  

  
Active 

Early  
Post-treat 

6 mpt 12 mpt Active 
Early  

Post-treat 
6 mpt 12 mpt  

V
β

 f
am

ili
e

s 

5.3          

7.1          

3          

9          

17          

16          

18          

5.1          

20          

13.1          

13.6          

8          

5.2          

2          

12          

23          

1          

21.3          

11          

22          

14          

13.2          

4          

7.2          

VL/HIV (patients with visceral leishmaniasis co-infected by HIV); Active (VL active phase); Post-treat 

(immediatily after anti-Leishmania post-treatment); 6 mpt (six months post-treatment); 12 mpt (12 months post-

treatment). 
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Figure legends 

Figure 1: Percentages of the Vβ families on CD4+ T lymphocytes among 

non-relapsing (NR) and relapsing(R) visceral leishmaniasis (VL)/HIV-

coinfected patients. The mobilization percentages of Vβ3 (A), Vβ9 (B), Vβ8 

(C), Vβ23 (D) and Vβ18 (E) in VL/HIV-NR coinfected patients in comparison to 

VL/HIV-R group. VL/HIV-NR (patients with visceral leishmaniasis coinfected by 

HIV – Non-relapsing); VL/HIV-R (patients with visceral leishmaniasis coinfected 

by HIV - Relapsing); HS (Healthy subjects). The blue asterisk represents the 

statistical differences in relation to HS. *p<0.05 **p<0.005. 

Figure 2: Percentages of the Vβ families on CD8+ T lymphocytes among 

non-relapsing (NR) and relapsing (R) visceral leishmaniasis/HIV-

coinfected patients. The mobilization percentages of Vβ3 (A), Vβ18 (B), Vβ5.2 

(C), Vβ23 (D) and Vβ11 (E) in VL/HIV-NR coinfected patients in comparison to 

VL/HIV-R group. VL/HIV-NR (patients with visceral leishmaniasis coinfected by 

HIV – Non-relapsing); VL/HIV-R (patients with visceral leishmaniasis coinfected 

by HIV - Relapsing); HS (Healthy subjects). The blue asterisk represents the 

statistical differences in relation to HS. *p<0.05 **p<0.005. 

Figure 3: Individual pattern of Vβ repertoire mobilization on CD4+ and 

CD8+ T cells of the visceral leishmaniasis (VL)/HIV-co-infected patients 

during all the follow-up by heatmap analysis. To this analysis, the 

mobilization index was calculated so that the percentage of a given Vβ family 

presented by each VL/HIV patient was divided by mobilization mean of this Vβ 

family presented by healthy subjects. Each Vβ family is demonstrated in the line 

(n=24) and each VL/HIV patient is represented in the column (NR- 1 to 5; R- 1 

to 8) during all phases of follow-up (A, P, 6 and 12). The Vβ families were 
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clustered in accordance with the similarity, using appropriate distance and 

clustering methods. The red and green scales represent a lower and higher 

mobilization index, respectively, of a given Vβ family on CD4+ T (A) and CD8+ T 

(B) cells for each VL/HIV patient seen individually. -NR (patients with visceral 

leishmaniasis coinfected by HIV – Non-relapsing); -R (patients with visceral 

leishmaniasis coinfected by HIV - Relapsing); Active phase (A); Post-treatment 

(P); 6 months post-treatment (6; 6 mpt); 12 months post-treatment (12; 12 mpt).  

Figure 4: Anti- and pro-inflammatory cytokines levels and parasite load of 

the non-relapsing and relapsing-visceral leishmaniasis (VL)/HIV-co-

infected patients during clinical follow-up. Plasma cytokine levels of IL-8 (A), 

TNF (B), IFN-ɣ (C) and IL-8 (D) and the parasite load (F) in VL/HIV-NR and –R 

coinfected patients in the active phase, post-treatment, 6mpt and 12mpt. The 

cytokines results were represented in Median Fluorescence Intensity (MFI). The 

cytokine levels were assessed by Luminex assay and the parasite load 

quantification by qPCR. Each point represents a VL/HIV co-infected patient and 

each color represents the same patient in the different phases of the follow-up. 

Post-treat (post-treatment); 6 mpt (6 months post-treatment); 12 mpt (12 

months post-treatment). *p<0.05 **p<0.005.  

Figure 5: Number of T cell receptor excision circles (TREC) copies/106 

PBMC in visceral leishmaniasis (VL)/HIV-co-infected patients during the 

prospective follow-up and its correlation with VL relapses. TREC copy 

numbers in the VL/HIV-coinfected patients group (A) and TRECS copy numbers 

in non-relapsing (NR) and relapsing group (B). The number of TREC copies 

was evaluated from 5x106 cells/mL obtained of the peripheral blood of all 

VL/HIV co-infected patients in the active, early post-treatment and 10 mpt 



 

108 
 

phases, as well as HIV mono-infected patients and healthy subjects. Negative 

correlation (C) between the number of TREC copies at 10 mpt and the total 

numbers of relapses presented by VL/HIV patients (Spearman correlation, r=-

0.567; p<0.05). The green and red colors represent the VL/HIV-NR and –R 

patients, respectively.  The dashed lines represent the median of TREC 

copies/106 PBMC (A and B) of the HIV mono-infected patients and HS. Each 

point represents a patient and each color represents the same patient in the 

different phases of follow-up. NR (Non-relapsing); R (Relapsing); HS (Healthy 

Subjects); CHIV (HIV mono-infected controls). 10 mpt (10 months post-

treatment). *p<0.05 **p<0.005 *** p<0.0005. 

Supplementary Figure 1: Percentages of T-cell receptor Vβ families 

among non-relapsing (NR) and relapsing(R) visceral leishmaniasis 

(VL)/HIV patients during the active VL and 12 months post treatment. 

Mobilization levels of the 24 Vβ families in VL/HIV-NR and –R patients in the 

active phase (A and C) and 12 mpt (B and D). This evaluation was performed in 

accordance with the literature to indicate the families that were less (<1%) and 

more (>5%) mobilized by CD4+ (A and B) and CD8+ (C and D) T-cell Vβ 

repertoire. These mobilization limits (1% and 5%) were represented by dashed 

lines. The asterisks point to the significant differences for higher (blue) and 

lower (red) mobilization in the VL/HIV groups in relation to Health subjects. 

VL/HIV-NR (patients with visceral leishmaniasis coinfected by HIV – Non-

relapsing); VL/HIV-R (patients with visceral leishmaniasis coinfected by HIV - 

Relapsing); 12 mpt (12 months post-treatment). *p<0.05 

Supplementary Figure 2: Mobilization profile of CD4+ TCRVβ repertoire 

presented by non-relapsing (NR) and relapsing(R) visceral leishmaniasis 
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(VL)/HIV patients during clinical follow-up. The percentages of the other 19 

Vβ families that makes up the CD4+ T-cell repertoire were evaluated in the 

VL/HIV coinfected patients during clinical follow-up and in HS. VL/HIV-NR 

(patients with visceral leishmaniasis coinfected by HIV – Non-relapsing); 

VL/HIV-R (patients with visceral leishmaniasis coinfected by HIV - Relapsing); 

HS (Healthy subjects). The blue asterisk represents the difference statistical in 

relation to HS. *p<0.05 

Supplementary Figure 3: Mobilization profile of CD8+ TCRVβ repertoire 

presented by non-relapsing (NR) and relapsing (R) visceral leishmaniasis 

(VL)/HIV patients during clinical follow-up. The percentages of the other 19 

Vβ families that makes up the CD8+ T-cell repertoire were evaluated in the 

VL/HIV coinfected patients during clinical follow-up and in HS. VL/HIV-NR 

(patients with visceral leishmaniasis coinfected by HIV – Non-relapsing); 

VL/HIV-R (patients with visceral leishmaniasis coinfected by HIV - Relapsing); 

HS (healthy subjects). The blue asterisk represents the difference statistical in 

relation to HS. *p<0.05 **p<0.005 

Supplementary Figure 4: Anti- and pro-inflammatory cytokines and 

chemokines levels of the visceral leishmaniasis  (VL)/HIV co-infected 

patients during clinical follow-up. Levels of IL-1β (A), IL-2 (B), IL-17 (C), 

MCP-1 (D), MIP-1β (E), IL-13 (F) and IL-4 (G) in VL/HIV-NR and –R coinfected 

patients throughout clinical follow-up. The results were represented as Median 

Fluorescence Intensity (MFI). Each point represents a VL/HIV coinfected patient 

and each color represents the same patient in the different phases of the follow-

up. Post-treat (post-treatment); 6 mpt (6 months post-treatment); 12 mpt (12 



 

110 
 

months post-treatment). The measure of these soluble factors was performed 

by Luminex assay. *p<0.05 **p<0.005.   
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5. APÊNDICE DE RESULTADOS: CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA 
DAS SUBPOPULAÇÕES DE LINFÓCITOS B EM PACIENTES COM 
LEISHMANIOSE VISCERAL COINFECTADOS PELO HIV-1 (LV/HIV-1). 
 
5.1 Justificativa 
 

Até então, o que se conhece sobre a imunopatogênese da coinfecção 

LV/HIV se refere, sobretudo, à resposta de linfócitos T. O papel da ativação de 

células B na associação Leishmania/HIV ainda não está totalmente 

esclarecido. Na LV humana, a presença de uma hipergamaglobulinemia 

específica ou não aos antígenos do parasito, decorrente de uma ativação 

policlonal de células B está bem estabelecida e se constitui em uma 

característica intrínseca da doença (Goto & Lindoso, 2004; Deak et al. 2010; 

Gardinassi et al. 2014). Entretanto, o real envolvimento dessas células ou das 

imunoglobulinas (Igs) na imunopatogênese da LV ainda é pobremente 

elucidado.   

Apesar disso, nos últimos anos, estudos em LV humana, canina ou em 

modelos experimentais vêm apontando que a presença de células B ou a 

secreção de Igs podem contribuir para a progressão da doença. Dentre os 

mecanismos sugeridos estão a alta produção de IL-10 por células B com perfil 

imunorrregulador que modulam negativamente a resposta de células T 

(Andreani et al. 2016; Schaut et al. 2016), bem como a downmodulação da 

atividade de ROS por Igs circulantes, o que poderia influenciar na resposta 

efetora ao parasito (Srinontong et al. 2018). Além disso, o aumento da 

expressão de moléculas associadas à exaustão celular (PD-1, CTLA-4 e TIM-3) 

no microambiente esplênico também pode contribuir para a imunopatogênese 

da LV, por estar, possivelmente, relacionado à morte por apoptose e à falha no 

controle parasitário (Silva et al. 2012; de Souza et al. 2019). 

De forma similar ao que acontece com o compartimento de células T, a 

infecção pelo HIV-1 tem sido caracterizada por uma hiperativação de células B 

devido à natureza crônica da infecção, definida por outros fatores além da 

hipergamaglobulinemia e da ativação policlonal de linfócitos B. Dentre eles 

estão a frequência elevada de células B ativadas, exaustas/senescentes e de 

plasmócitos, bem como altos níveis de citocinas inflamatórias (IFN-α, TNF, IL-

6, IL-10) e fatores de crescimento, como o BAFF (B-cell activating fator), que 
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pertence a família de TNF e consiste em um fator de sobrevivência e 

maturação dessas células (Moir & Fauci, 2009; Borhis et al. 2017). Além disso, 

verifica-se frequências aumentadas de células B imaturas transicionais, as 

quais já foram associadas à intensa linfopenia de células T CD4+ induzida pelo 

vírus e também ao aumento dos níveis séricos de IL-7 que, por sua vez, pode 

induzir a proliferação de precursores de células B (Malaspina et al. 2006). 

Após a introdução da cART, normalmente, ocorre a restauração das 

frequências dos subtipos de células B comprometidos durante a infecção 

crônica pelo HIV-1, exceto do pool de células B resting de memória (Moir et al. 

2010; Pensieroso et al. 2013), apontando que outros mecanismos, além do 

vírus, podem impactar na disfunção dessas células, como a linfopenia de 

células T e o grau de ativação imune (Amu et al. 2014). Desta forma, tais 

estudos têm demonstrado a presença de outras subpopulações de células B e 

de alterações nesse compartimento no sangue periférico de pacientes 

infectados pelo HIV, os quais não estão normalmente presentes em indivíduos 

não infectados, e contribuem de forma importante para a progressão da 

doença. 

No contexto da associação LV/HIV, ou mesmo na LV sozinha, o cenário 

de hiperativação de células B tem sido, basicamente, inferido pelos níveis 

elevados de Igs observados ao longo de um acompanhamento prospectivo 

(artigo 1). Nosso grupo demonstrou que pacientes LV/HIV apresentaram altos 

níveis de IgG, IgG1 e IgG3 anti-Leishmania durante a LV ativa. Entretanto, os 

pacientes LV/HIV-recidivantes mantiveram tais níveis elevados mesmo nas 

fases posteriores ao tratamento anti-Leishmania, diferente dos pacientes 

LV/HIV-não-recidivantes. Considerando que os níveis de Igs já sugerem uma 

relevante influência das células B nos diferentes desfechos clínicos da LV em 

pacientes LV/HIV (artigo 1), aliado aos estudos de hiperativação e disfunção 

dessas células na imunopatogênese da infecção pelo HIV-1 e, mais 

escassamente, da LV, torna-se importante avaliar o perfil de subpopulações de 

linfócitos B na associação LV/HIV. Nosso intuito é entender a influência dessas 

subpopulações na evolução clínica e prognóstico da LV em indivíduos 

coinfectados. 
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5.2 Casuística 

Este estudo investigou uma coorte de 19 pacientes com leishmaniose 

visceral coinfectados com HIV-1, os quais estão sendo avaliados 

prospectivamente desde maio de 2018 até o período atual, até completarem o 

total de 12 meses de acompanhamento após o término do tratamentoanti-

Leishmania. Paralelamente, uma coorte de 15 pacientes com leishmaniose 

visceral sem HIV-1 está sendo avaliada de forma prospectiva a partir do 

mesmo período descrito para os coinfectados. Os dois grupos de pacientes são 

provenientes do Hospital Eduardo de Menezes, Belo Horizonte, Minas Gerais. 

Além disso, indivíduos sadios para ambas as infecções e sem outras doenças 

conhecidas, provenientes da mesma área endêmica (Belo Horizonte, MG) e do 

Rio de Janeiro, foram incluídos no estudo (n=11). 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 “Avaliação prospectiva de parâmetros imunológicos aplicáveis ao 

monitoramento do curso clínico de pacientes co-infectados com leishmaniose 

visceral e HIV-1” submetido ao Comitê de Ética do IOC/Fiocruz e aprovado sob 

o número de CAEE: 68118117.3.1001.5248 (ANEXO B). O mesmo também foi 

submetido e aprovado pelos Comitês de Ética do Instituto René 

Rachou/FIOCRUZ Minas Gerais – IRR/CPqRR (CAEE: 68118117.3.3001.5091) 

e do Hospital Eduardo de Menezes de Belo Horizonte -HEM/FHEMIG (CAEE: 

68118117.3.3002.5124) (ANEXO B).  

Os pacientes receberam os tratamentos específicos para HIV/aids e LV 

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 lipossomal (20 mg/Kg dose 

total) ou anfotericina B complexo lipídico (20 mg/Kg dose total), cuja dose total 

pode ser fracionada por, em média, 5 a 7 dias de tratamento. Para os casos 

recidivantes, a dose total liberada pelo Ministério da Saúde variou de 40 a 60 

mg/kg. Após o tratamento da LV, para todos os pacientes LV/HIV que 

apresentavam contagens absolutas de linfócitos T CD4+ inferiores a 350 
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células/mm3 foi oferecida a profilaxia secundária com anfotericina B lipossomal 

(200 mg), quinzenalmente. 

No que se refere ao diagnóstico da LV, este foi confirmado em todos os 

pacientes pelo exame parasitológico de aspirado de medula óssea (pesquisa 

direta de amastigotas de L. infantum e cultura em meio NNN - meio de Novy e 

McNeal modficado por Nicolle - ágar-sangue). 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 que apresentavam LV ativa, 

com ou sem (primodiágnóstico) uso prévio de cART. Os pacientes com LV sem 

HIV-1 também foram incluídos na fase ativa da doença. Todos os pacientes 

foram avaliados clínico-laboratorialmente e tiveram amostras biológicas obtidas 

nos seguintes períodos: fase ativa da LV, logo após o tratamento anti-

Leishmania (pós-tratamento), 6 meses pós-tratamento (6 mpt) e 12 meses pós-

tramento (12 mpt), totalizando 4 visitas ambulatoriais. Visitas adicionais foram 

incluídas se o paciente apresentasse outro episódio ativo da LV, que 

configurasse uma recidiva da doença e, portanto, levasse a uma nova 

internação do mesmo.  

Dessa forma, no decorrer do acompanhamento, a suspeita dos 

episódios de recidivas da LV baseou-se no reaparecimento ou piora de 

quaisquer sinais e sintomas da LV, de acordo com os seguintes critérios 

estabelecidos por Cota e colaboradores (2014): a) reemergência de episódios 

febris, e/ou b) aumento da esplenomegalia, e/ou c) agravamento da citopenia 

(redução de 50% ou mais das contagens de plaquetas ou leucócitos; 

diminuição de 2g% ou mais dos níveis de hemoglobina). Os casos de recidivas 

da LV foram, então, confirmados através de um teste parasitológico positivo 

(exame direto ou cultura) em espécime obtido pelo aspirado de medula óssea 

ou através da anamnese clínica. Tais critérios confirmatórios são determinantes 
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para o oferecimento da profilaxia secundária aos pacientes com LV sem HIV-1 

que configurarem recidiva da doença pela terceira vez. 

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

distintos, conforme a evolução clínica no que se refere à recidiva e não recidiva 

da LV. Os pacientes LV/HIV ou com LV não-recidivantes sem HIV-1 (-NR; n=9 

e 10, respectivamente) 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 LV/HIV ou 

com LV recidivantes sem HIV-1 (-R; n=10 e 5, respectivamente) foram aqueles 

que apresentaram mais de um episódio ativo da doença, seja prévio à 

admissão do estudo ou durante o acompanhamento prospectivo. 
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5.3 Obtenção de amostras biológicas e estratégia metodológica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Painel fenotípico para caracterização das subpopulações 
de linfócitos B (adquiridos da BD Biosciences®) 
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Centrifugação em gradiente de Ficoll-Hypaque® e 

obtenção de PBMC (Células Mononucleares do Sangue 

Periférico) 

Contagens absolutas de linfócitos T CD4+ 
(Serviço de referência INI – FIOCRUZ/RJ) 

Lise de Sangue Total por solução de lise (ACK) 

 

ELISA para quantificação de 

IgG total, IgG1 e IgG3 anti-

Leishmania (antígeno solúvel) 

Tubos Heparina 

Tubos Heparina 

Tubos EDTA 

Imunofenotipagem ex vivo das subpopulações de linfócitos B em 

amostras de pacientes LV/HIV, com LV sem HIV-1 e indivíduos sadios 

Tabela 1: Marcadores de superfície e fluorocromos utilizados para 
imunofenotipagem ex vivo de linfócitos B. 
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5.4 Estratégia de análise citofluorimétrica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Estratégia de análise citofluorimétrica para obtenção das subpopulações de células 

B. As setas direcionam a estratégia que foi utilizada para a realização das gates de 

populações definidas pelas moléculas de anticorpos associadas aos fluorocromos 

(demonstrados na Tabela 1). As células CD3
-
CD19

+
 foram consideradas como os linfócitos B 

totais, a partir dos quais foram obtidos os percentuais de células B ativadas (CD27
+
CD21

-
), 

exaustas (CD27
-
CD21

-
), resting de memória (MR) (CD27

+
CD21

+
) e naive (CD27

-
CD21

+
). 

Para esses perfis, o percentual foi obtido a partir da gate “mãe” (% Gated). A partir da 

ausência da expressão de CD20 e presença ou ausência de CD19, foram obtidos os 

percentuais de plasmócitos de vida curta (PC) (CD38
+
CD27

+
) e vida longa (PL) 

(CD38
+
CD27

+
), respectivamente. Para essas subpopulações, o percentual foi obtido a partir 

da gate “avó” (%GP Gated - grandparent), que consistiu na gate CD3
-
, a qual era a gate em 

comum para as duas subpopulações, tornando possíveis suas comparações. 
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5.5 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 

(version 6.0, San Diego, CA, USA). As comparações entre os dois grupos de 

pacientes coinfectados LV/HIV, controles LV sem HIV-1 e indivíduos sadios 

foram realizadas pelo teste não-pareado e não-paramétrico, Mann-Whitney t-

test. Os testes pareados e não-paramétricos foram realizados usando o 

Wilcoxon t-test, quando os mesmos indivíduos foram comparados nas 

diferentes fases do acompanhamento. Quando três ou mais grupos foram 

comparados 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.  

 
5.6 Resultados 

A tabela 2 abaixo demonstra algumas das principais características 

clínica-demográficas dos pacientes LV/HIV avaliados nesse capítulo do estudo, 

que foram possíveis de se obter até o presente momento. 

Dos 19 pacientes LV/HIV avaliados até o momento, 10 apresentaram 

episódios de recidivas da LV, sendo que desses casos recidivantes (-R), seis 

apresentaram um ou mais episódios prévios da doença, e dentre esses, três 

evoluíram para óbito durante o seguimento. Os demais pacientes recidivantes 

(n=4) apresentaram um ou mais episódios de recidivas apenas durante o 

acompanhamento, até o momento da redação desses resultados. Por outro 

lado, nove dos 19 pacientes LV/HIV apresentaram um único episódio de LV 

ativa até esse momento da avaliação (não-recidivantes-NR). Destes, três 

evoluíram para óbito e os seis restantes obtiveram cura clínica da LV. 

Quanto ao gênero, 15 pacientes LV/HIV foram do sexo masculino (-R: 

7/10; -NR: 8/9) e quatro do sexo feminino (-R: 3/10; -NR: 1/9). A mediana de 

idade em anos foi de 38,0 (IQR: 28,8-43-8) para os casos recidivantes e 45,0 

(IQR: 36,0-56,5) para os não-recidivantes, sem diferenças estatísticas entre os 

grupos para este parâmetro (p=0,12). 

A análise do tempo desde o diagnóstico da infecção pelo HIV-1 até o 

momento da admissão no estudo (em meses) foi realizada para os pacientes 

LV/HIV, os quais a obtenção dessa informação foi possível até a redação 
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dessa tese. Não se observou diferenças estatísticas para esse parâmetro ao se 

comparar oito pacientes R-LV/HIV (mediana: 138; IQR: 90-180) e seis NR-

LV/HIV (mediana: 126; IQR: 55,5-276) (p=0,87). 

Além disso, após uma análise preliminar dos dados armazenados no 

Sistema de Controle de Exames Laboratoriais da Rede Nacional de Contagens 

de Linfócitos T CD4+/CD8+ e Carga Viral (SISCEL) e nos prontuários médicos, 

observou-se que 10 pacientes LV/HIV faziam uso regular da cART, dentre 

esses seis eram pacientes R-LV/HIV e quatro eram casos NR-. Daqueles que 

faziam uso irregular ou não contínuo da cART (8/19), quatro eram pacientes R-

LV/HIV e a outra metade eram casos NR-. Neste estudo, definiu-se o uso 

irregular da cART a partir das informações referentes às dispensações do 

esquema terapêutico no SISCEL, verificando se para cada paciente essa 

dispensação estava sendo realizada de forma regular ou não, de acordo com 

as datas de retirada da medicação por cada paciente. Além disso, foram 

consideradas as evoluções médicas, que foram avaliadas em cada prontuário.  

Dois pacientes, o HLV04 e o HLV11, foram considerados abertura de 

caso, ou seja, foram concomitantemente diagnosticados para a infecção pelo 

HIV-1 e para a LV. No entanto, por ter evoluído para óbito após o tratamento 

anti-Leishmania, o paciente HLV04 não chegou a ser submetido a cART. 

Quanto à aderência ao esquema de profilaxia secundária com 

anfotericina B lipossomal, até esse momento do estudo, não foi possível obter 

informações suficientes para essa avaliação. Até então, informações sobre seis 

pacientes R-LV/HIV foram obtidas, e dentre esses, dois aderiram de forma 

regular e quatro de forma irregular à profilaxia secundária anti-Leishmania.
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Classificação 
quanto às 

recidivas da LV 

Identificação do 
paciente 

Gênero Idade 
Tempo de 

diagnóstico do 
HIV (meses) 

Tempo de 
diagnóstico da 1ª 

LV (meses) 

Episódios 
prévios da LV 

(números) 
ART 

Profilaxia 
secundária 

Evolução clínica* 

Não-
Recidivantes 
(NR-LV/HIV) 

HLV04 Masculino 44 0 0 N NA SI Óbito 

HLV07 Masculino 52 84 0 N Regular SI Óbito 

HLV10 Masculino 65 348 0 N Irregular SI Cura clínica 

HLV14 Masculino 45 252 0 N Irregular SI Cura clínica 

HLV15 Masculino 32 72 0 N Irregular SI Óbito 

HLV17 Masculino 61 168 0 N Regular SI Cura clínica 

HLV18 Masculino 47 SI 0 N Irregular SI Cura clínica 

HLV20 Masculino 28 SI 0 N Regular SI Cura clínica 

HLV21 Feminino 40 SI 0 N Regular SI Cura clínica 

Recidivantes (R-
LV/HIV) 

HLV01 Masculino 42 144 144 S (14) Regular Regular 
Recidiva aos 6 

mpt; Óbito 

HLV02 Masculino 37 132 48 S (2) Irregular Irregular 
Recidiva aos 6 

mpt; Óbito 

HLV06 Feminino 43 228 120 S (10) Regular Regular 
Recidiva aos 3, 11 

e 14 mpt 

HLV08 Feminino 37 192 0 N Irregular SI 
Recidiva aos 2 

mpt 

HLV09 Masculino 46 84 0 N Irregular Irregular 
Recidiva aos 9 

mpt 

HLV11 Masculino 20 0 0 N Regular Irregular 
Recidiva aos 12 

mpt 

HLV12 Masculino 61 144 0 N Regular SI 
Recidiva aos 3 

mpt 

HLV13 Masculino 29 108 108 S (8) Irregular Irregular Óbito 

HLV16 Masculino 39 SI SI S (2) Regular SI Cura clínica 

HLV19 Feminino 28 SI SI S (5) Regular SI Cura clínica 

                                                                        Valor de p  0,12 0,87 NA NA - NA NA 

Tabela 2: Características clínico-demográficas dos pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV). 

HLV (pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1); R (Recidivantes); NR (Não-recidivantes); SI (Sem informação até o momento); NA (Não se aplica); mpt (meses pós-tratamento); * até 
o presente momento; S/N (Sim/Não). 
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A tabela 3 mostra os níveis de carga viral dos pacientes LV/HIV, no 

momento em que esses foram admitidos neste estudo, ou seja, durante a fase 

ativa da LV, ao lado das contagens absolutas de linfócitos T CD4+ nestes 

pacientes ao longo do acompanhamento clínico. 

Os valores de carga viral foram obtidos a partir do SISCEL, porém, 

devido à limitação de se obter a amostra biológica para tal finalidade, ainda não 

foi possível obter esse parâmetro nas demais fases do acompanhamento. Essa 

análise inicial apontou que dez pacientes LV/HIV (10/19) apresentaram níveis 

de carga viral baixos ou indetectáveis (≤2000 cópias/mL) na fase ativa da LV. 

Dentre estes, cinco eram casos NR-LV/HIV e cinco eram pacientes R- (Tabela 

3). Além disso, seis pacientes (6/19) apresentaram níveis elevados de carga 

viral (≥10.000 cópias/mL), dos quais quatro eram pacientes R-LV/HIV e dois 

eram –NR (Tabela 3). Para apenas três casos LV/HIV (3/19) não foi possível 

obter este parâmetro (Tabela 3). Interessantemente, dos seis pacientes que 

evoluíram para óbito durante o acompanhamento, seja nas fases mais 

precoces ou nas mais tardias, quatro deles apresentaram níveis de carga viral 

baixos ou indetectáveis durante a LV ativa (Tabela 3).  

Corroborando com os resultados anteriores do grupo, a avaliação das 

contagens absolutas de linfócitos T CD4+ apontou que os pacientes LV/HIV, 

independente de serem não-recidivantes ou recidivantes da LV, apresentaram 

níveis similarmente diminuídos dessas células nas fases iniciais do 

acompanhamento (Tabela 3). Apesar de alguns pacientes LV/HIV 

apresentarem um aumento discreto desses valores nas fases posteriores ao 

tratamento anti-Leishmania, o número daqueles que retornaram nos períodos 

de 6 e 12 mpt ainda é limitado, nos impossibilitando de observar possíveis 

diferenças entre NR-LV/HIV e R-. 
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Classificação 
quanto às 

recidivas da LV 

Identificação do 
paciente  

Carga viral  
(Fase ativa) 

Contagens absolutas de linfócitos T CD4
+
 

Fase ativa Pós-tratamento 6 mpt 12 mpt  

Não-
Recidivantes 
(NR-LV/HIV) 

HLV04 2121 21 24 † † 

HLV07 <40 162 243 † † 

HLV10 1195 101 50 151 158 

HLV14 SI 20 125 9 ANR 

HLV15 SI 13 9 † † 

HLV17 275454 24 16 ANR ANR 

HLV18 225769 48 76 ANR ANR 

HLV20 306 40 20 ANR ANR 

HLV21 257 56 118 ANR ANR 

Mediana (IQR) 
1195 (257-

225759) 
40 (20,5-78,5) 50 (18-121,5) 80 (9-151) - 

Recidivantes   
(R-LV/HIV) 

HLV01 <40 107 142 126 130 

HLV02 12945 70 - 60 † 

HLV06 172 229 238 - 190 

HLV08 SI 44 64 133 153 

HLV09 109762 47 176 - ANR 

HLV11 40216 190 257 273 ANR 

HLV12 113963 80 133 127 ANR 

HLV13 85 15 26 † † 

HLV16 <40 47 52 ANR ANR 

HLV19 119 219 256 ANR ANR 

 Mediana (IQR) 172 (62,5-74989) 75 (46,25-197-3) 142 (58-247) 127 (93-203) 153 (130-190) 

 Valor de p 0,46 0,10 0,04 0,66 - 

HLV (pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1); mpt (meses pós-tratamento); SI (Sem informação até o momento); † 
(óbito); ANR (Ainda Não Realizado); - (Não comparecimento) 

Tabela 3: Níveis de carga viral na fase ativa e de Contagens absolutas de linfócitos T CD4
+
 ao longo do 

acompanhamento clínico dos pacientes com leishmaniose visceral coinfectados com HIV-1 (LV/HIV). 
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No que se refere à avaliação das subpopulações de linfócitos B, 

verificou-se durante a fase ativa da LV, uma diminuição significativa dos 

percentuais de linfócitos B totais (mediana: 26,2; IQR: 13,5-56,3) e da 

subpopulação de células B naive (mediana: 40,8; IQR: 33,5-62,9) entre os 

pacientes coinfectados LV/HIV em comparação aos indivíduos sadios 

(mediana: 66,2; IQR: 64,2-74,9; p<0,05 e p<0,005, respectivamente) (Figura 7 

A e B). Entretanto, para os percentuais de células B naive, foi observada uma 

tendência a aumento desses valores entre os pacientes LV/HIV no decorrer do 

acompanhamento, sobretudo no período logo após o tratamento anti-

Leishmania (mediana: 65,3; IQR: 32,4-74,2) (Figura 7B). Por outro lado, os 

percentuais de linfócitos B totais de pacientes LV/HIV foram mantidos em 

níveis similares a fase ativa ao longo de todo o acompanhamento, sem muitas 

modificações expressivas (Figura 7A).  

Interessantemente, os percentuais de linfócitos B resting de memória 

foram significativamente menores nos pacientes coinfectados LV/HIV durante 

todas as fases do acompanhamento (medianas: fase ativa - 6,8; IQR: 3,8-9,3; 

pós-tratamento – 7,1; IQR: 5,5-15,1; 6 mpt – 5,6; IQR: 5,2-13,5; 12 mpt – 7,4; 

IQR: 5,3-7,7), quando comparados aos indivíduos sadios (mediana: 24,5; IQR: 

16,0-30,3; p<0,0005, p<0,005, p<0,005 e p<0,005, respectivamente) (Figura 

7C).  

No que se refere aos controles com LV sem HIV-1, observou-se uma 

tendência a medianas de linfócitos B totais e naive inferiores àquela 

apresentada por indivíduos sadios, durante as fases ativa (medianas: 35,0 e 

54,1; IQR: 24,4-65,0 e 34,5-79,2, respectivamente) e logo após o tratamento 

anti-Leishmania (medianas: 30,3 e 49,2; IQR: 22,7-57,3 e 35,9-76,0, 

respectivamente), porém sem diferença significativa (Figura 7 D e E). Apesar 

do número baixo de pacientes avaliados aos 6 e 12 mpt, observou-se uma 

tendência a aumento dos percentuais dessas subpopulações nesses períodos 

do acompanhamento (B totais (6 e 12 mpt) - medianas: 49,2 e 60,7; IQR: 32,9-

55,1 e 39,4-72,1, respectivamente; B naive (6 e 12 mpt) - medianas: 64,7 e 

80,9; IQR: 46,6-87,0 e 63,4-86,5, respectivamente) (Figura 7 D e E). 
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Os percentuais de células B resting de memória foram significativamente 

mais baixos nos controles com LV sem HIV-1 durante a fase ativa (mediana: 

10,0; IQR: 3,4-13,7), no pós-tratamento (mediana: 10,4; IQR: 7,3-13,3) e 12 

mpt (mediana: 9,2; IQR: 2,8-14,5), quando comparados aos indivíduos sadios 

(p<0,0005, p<0,0005 e p<0,005, respectivamente) (Figura 7F).  

Considerando o comprometimento imune mútuo na associação LV/HIV, 

as medianas dos percentuais dessas três subpopulações foram superiores 

entre os controles LV sem HIV-1 em comparação aos pacientes coinfectados 

LV/HIV, durante todo o acompanhamento (Figura 7 A-F), porém sem diferenças 

significativas. 
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Ao avaliar os percentuais de linfócitos B ativados, observou-se níveis 

significativamente maiores dessas células durante a fase ativa dos pacientes 

coinfectados LV/HIV (mediana: 5,3; IQR: 2,7-7,1) quando comparados aos 

indivíduos sadios (mediana: 2,8; IQR: 1,7-3,9; p<0,05) (Figura 8A). Uma 

tendência à diminuição dos percentuais dessas células foi observada logo após 

Figura 7: Percentuais de linfócitos B totais, naive e resting de memória no sangue periférico 

de pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV) e pacientes LV sem 

HIV-1, acompanhados prospectivamente. Os percentuais de linfócitos B totais (CD19
+
CD3

-
), 

naive (CD21
+
CD27

-
CD19

+
CD3

-
) e resting de memória (CD21

+
CD27

+
CD19

+
CD3

-
) foram 

avaliados nos pacientes LV/HIV (A-C) e em controles LV (D-F) durante o acompanhamento 

prospectivo e comparados a indivíduos sadios para as duas infecções. Cada símbolo 

representa um indivíduo avaliado e cada cor representa o mesmo paciente nas diferentes 

fases do acompanhamento. (● e ▼) pacientes LV/HIV não-recidivantes e recidivantes da LV, 

respectivamente; (■ e ▲) controles LV não-recidivantes e recidivantes da LV, 

respectivamente. LV/HIV (pacientes com LV coinfectados com o HIV-1); Controle LV 

(pacientes com LV sem HIV-1); 6 mpt (6 meses pós-tratamento); 12 mpt (12 meses pós-

tratamento). Diferenças estatísticas entre as fases e entre os diferentes grupos foram obtidas 

através dos testes Wilcoxon t-test e Mann-Whitney t-test, respectivamente. 

*p<0,05;**p<0,005;***p<0,0005.  

Linfócitos B totais Linfócitos B naive Linfócitos B resting de memória 
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o tratamento anti-Leishmania entre os pacientes LV/HIV (mediana: 2,8; IQR: 

1,6-9,0), alcançado níveis similares aos sadios (Figura 8A).  

Os pacientes LV sem HIV-1, por sua vez, apresentaram percentuais de 

linfócitos B ativados tendencialmente maiores do que os indivíduos sadios, 

durante a fase ativa da LV (mediana: 4,5; IQR: 1,4-6,6), que se mantiveram 

similares no pós-tratamento (mediana: 4,0; IQR: 2,2-10,1) (Figura 8C). 

Entretanto, uma tendência à diminuição desses valores pode ser observada 

nesses pacientes aos 12 mpt (mediana: 1,5; IQR: 1,0-2,3) (Figura 8C). No que 

se refere a esse pool de células B ativadas, tais resultados apontam que 

pacientes LV/HIV e pacientes com LV sem HIV-1 parecem se comportar de 

forma similar (Figura 8 A e C). Apesar disso, os pacientes LV/HIV 

apresentaram níveis significativamente mais elevados dessas células B 

ativadas em relação aos controles LV, quando os períodos de 12 mpt desses 

grupos foram comparados entre si (p<0,05). 

Considerando o perfil de exaustão celular como uma consequência do 

grau de ativação imune, observou-se que pacientes coinfectados LV/HIV 

apresentaram percentuais significativamente mais elevados de linfócitos B 

fenotipicamente exaustos, durante a fase ativa da LV (mediana: 40,7; IQR: 

19,6-51,8), em comparação aos indivíduos sadios (mediana: 4,3; IQR: 2,6-8,7; 

p<0,0005) (Figura 8B). Apesar de se observar uma tendência à diminuição 

desses valores nos períodos após o tratamento anti-Leishmania dos pacientes 

LV/HIV (pós-tratamento - mediana: 20,5; IQR: 12,6-41,7; 6 mpt - mediana: 24,5; 

IQR: 6,7-45,5; 12 mpt - mediana: 18,7; IQR: 8,2-40,0), esses ainda foram 

significativamente mais elevados em comparação aos sadios (p<0,0005, 

p<0,05 e p<0,05, respectivamente) (Figura 8B). 

Os controles LV, por sua vez, mostraram um padrão similar aos 

coinfectados, porém menos intenso, no que se refere aos níveis de exaustão 

de células B (Figura 8 B e D). Desta forma, os controles LV apresentaram 

percentuais significativamente elevados de linfócitos B exaustos durante a fase 

ativa (mediana: 34,4; IQR: 14,2-43,6) e no pós-tratamento (mediana: 28,6; IQR: 

14,5-45,9), quando comparados aos indivíduos sadios (p<0,0005) (Figura 8D). 
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Uma tendência à diminuição desses valores foi observada aos 6 mpt (mediana: 

11,0; IQR: 7,2-23,3) e 12 mpt (mediana: 8,9; IQR: 6,4-11,1), em comparação à 

fase ativa desse grupo. No entanto, esses valores ainda foram 

significativamente maiores nos controles LV aos 6 mpt quando comparados 

aos sadios (p<0,01) (Figura 8D). Nenhuma diferença significativa foi observada 

ao se comparar os percentuais de linfócitos B exaustos dos controles LV com 

os dos pacientes LV/HIV avaliados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Percentuais de linfócitos B ativados e exaustos no sangue periférico de 

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

sem HIV-1, acompanhados prospectivamente. Os percentuais de linfócitos B ativados 

(CD21
-
CD27

+
CD19

+
CD3

-
) e exaustos (CD21

-
CD27

-
CD19

+
CD3

-
) foram avaliados nos 

pacientes LV/HIV (A-B) e em controles LV sem HIV-1 (C-D) durante o acompanhamento 

prospectivo e comparados a indivíduos sadios para as duas infecções. Cada símbolo 

representa um indivíduo avaliado e cada cor representa o mesmo paciente nas diferentes 

fases do acompanhamento. (● e ▼) pacientes LV/HIV não-recidivantes e recidivantes da 

LV, respectivamente; (■ e ▲) controles LV não-recidivantes e recidivantes da LV, 

respectivamente. LV/HIV (pacientes com LV coinfectados com o HIV-1); Controle LV 

(pacientes com LV sem HIV-1); 6 mpt (6 meses pós-tratamento); 12 mpt (12 meses pós-

tratamento). Diferenças estatísticas entre as fases e entre os diferentes grupos foram 

obtidas através dos testes Wilcoxon t-test e Mann-Whitney t-test, respectivamente. 

*p<0,05;**p<0,005;***p<0,0005. 
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Adicionalmente, os percentuais de plasmócitos de vida curta (PC) 

apresentados pelos pacientes LV/HIV foram similares aos indivíduos sadios 

(mediana: 0,15; IQR: 0,1-0,2), sobretudo durante a fase ativa (mediana: 0,2; 

IQR: 0,1-0,4) e logo após o tratamento (mediana: 0,2; IQR: 0,1-0,4) desses 

pacientes (Figura 9A). Apesar disso, níveis significativamente mais elevados 

dessas células foram observados nos pacientes LV/HIV aos 6 mpt (mediana: 

0,3; IQR: 0,2-0,7) quando comparados aos sadios (Figura 9A). Um padrão de 

resultado similar, mas com níveis expressivamente superiores aos dos PC 

(Figura 9A), pode ser observado para os percentuais de plasmócitos de vida 

longa (PL) apresentados por esses pacientes (fase ativa - mediana: 2,4; IQR: 

1,5-3,7; pós-tratamento - mediana: 2,9; IQR: 1,5-4,9; 6 mpt - mediana: 4,4; IQR: 

1,3-5,4), em comparação aos indivíduos sadios (mediana: 2,1; IQR: 1,9-2,9) 

(Figura 9B). 

No que se refere aos pacientes LV sem HIV-1, esses apresentaram 

percentuais de PC e PL similares aos indivíduos sadios, desde a fase ativa até 

os 6 mpt (PC e PL, respectivamente: fase ativa - mediana: 0,2 e 1,8; IQR: 0,1-

0,5 e 1,2-2,4; pós-tratamento - mediana: 0,1 e 2,1; IQR: 0,05-0,3 e 1,1-3,5; 6 

mpt - mediana: 0,2 e 2,3; IQR: 0,07-0,3 e 1,9-4,3) (Figura 9C-D). 

Interessantemente, uma diminuição significativa nos percentuais de PC e PL foi 

observada entre os controles LV aos 12 mpt (PC e PL, respectivamente, 

mediana: 0,04 e 1,3; IQR: 0,02-0,1 e 0,9-1,5) quando comparados aos sadios 

(p<0,05 e p<0,0005, respectivamente) (Figura 9C-D). Essa diminuição também 

foi significativa quando se comparou os percentuais de PL aos 6 e 12 mpt entre 

os controles LV (p<0,05). Similar aos LV/HIV, os controles LV também 

apresentaram percentuais de PL superiores aos de PC na periferia (Figura 9C-

D). 

Adicionalmente, ao se comparar os percentuais de PC dos pacientes 

LV/HIV com os dos controles LV, observou-se que estes foram 

significativamente mais elevados entre os pacientes LV/HIV durante os 

períodos de 6 e 12 mpt (p<0,05).  

 



 

 
 

137 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Corroborando com a relação entre o intenso grau de ativação imune e 

níveis de imunosenescência, observou-se uma correlação significativamente 

positiva entre os percentuais de linfócitos B ativados e os percentuais de 

linfócitos B exaustos apresentados pelos pacientes coinfectados LV/HIV 

durante a fase ativa e logo após o tratamento da LV (p<0,01; r=0,452) (Figura 

10A). Além disso, uma correlação significativamente positiva entre os 

Figura 9: Percentuais de plasmócitos de vida curta e de vida longa no sangue periférico de 

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

HIV-1, acompanhados prospectivamente. Os percentuais de plasmócitos de vida curta 

(CD27
+
CD38

+ 
em CD19

+
CD20

-
CD3

-
) e plasmócitos de vida longa (CD27

+
CD38

+ 
em CD19

-

CD20
-
CD3

-
) foram avaliados nos pacientes LV/HIV (A-B) e em controles LV (C-D) durante um 

acompanhamento prospectivo e comparados a indivíduos sadios para as duas infecções. 

Cada símbolo representa um indivíduo avaliado e cada cor representa o mesmo paciente nas 

diferentes fases do acompanhamento. (● e ▼) pacientes LV/HIV não-recidivantes e 

recidivantes da LV, respectivamente; (■ e ▲) controles LV não-recidivantes e recidivantes da 

LV, respectivamente. LV/HIV (pacientes com LV coinfectados com o HIV-1); Controle LV 

(pacientes com LV sem HIV-1); 6 mpt (6 meses pós-tratamento); 12 mpt (12 meses pós-

tratamento). Diferenças estatísticas entre as fases e entre os diferentes grupos foram obtidas 

através dos testes Wilcoxon t-test e Mann-Whitney t-test, respectivamente. 

*p<0,05;***p<0,0005. 
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percentuais de linfócitos B ativados e os percentuais de PC ou PL (p<0,0005; 

r=0,571 e p<0,0005; r=0,569, respectivamente) foi observada para os pacientes 

LV/HIV, também durante as fases ativa e logo após o tratamento da LV (Figura 

10B-C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ainda não foi possível observar diferenças entre pacientes não-

recidivantes e recidivantes da LV, sejam eles LV/HIV ou LV sem HIV-1, no que 

Figura 10: Relação entre os níveis de linfócitos B ativados e os percentuais de células B 

exaustas, plasmócitos de vida curta e de vida longa em pacientes coinfectados LV/HIV. 

Correlações significativamente positivas foram encontradas entre os percentuais de 

linfócitos B ativados (CD27
+
CD21

-
CD19

+
 em CD3

-
) e os percentuais de células B 

exaustas (CD27
-
CD21

-
CD19

+
 em CD3

-
) (A), com plasmócitos de vida curta 

(CD27
+
CD38

+ 
em CD19

+
CD20

-
CD3

-
) (B) e com plasmócitos de vida longa (CD27

+
CD38

+ 

em CD19
-
CD20

-
CD3

-
) (C). Cada símbolo representa um indivíduo avaliado na fase ativa 

(▲) ou logo após o tratamento para LV (●). Regressão linear foi utilizada para 

elaboração dos gráficos e o teste estatístico aplicado foi a correlação de Spearman.  
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se refere aos percentuais de todas as subpopulações células B avaliadas neste 

estudo (Figuras 7-9).  

Finalmente, avaliou-se os níveis plasmáticos de IgG total, IgG1 e IgG3 

anti-Leishmania na casuística atual, cuja as fases de 6 e 12 mpt ainda serão 

avaliadas. Corroborando com resultados anteriores do grupo, observou-se que 

os pacientes LV/HIV apresentaram níveis similares dessas Igs anti-Leishmania 

durante a fase ativa (IgG total - mediana: 40,1; IQR:8,1-168,4; IgG1 - mediana: 

13,2; IQR:5,7-72,5; IgG3 - mediana: 11,8; IQR:6,5-23,7) em comparação ao 

período imediatamente após o tratamento da LV (IgG total - mediana: 43,3; 

IQR:5,2-204,3; IgG1 - mediana: 20,3; IQR:4,0-84,6; IgG3 - mediana: 13,6; 

IQR:7,7-25,0) (Figura 11A-C). No entanto, tais níveis foram significativamente 

maiores nesses pacientes em comparação aos controles sadios para ambas as 

infecções (IgG total - mediana: 0,3; IQR:0,3-1,0; IgG1 - mediana: 1,3; IQR:0,5-

1,5; IgG3 - mediana: 0,6; IQR:0,5-1,1) (Figura 11A-C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Níveis plasmáticos de IgG total e subclasses IgG1 e IgG3 anti-Leishmania de 

pacientes com leishmaniose visceral coinfectados pelo HIV-1 (LV/HIV) na fase ativa e logo 

após o tratamento para a LV. Os níveis de IgG total (A), IgG1 (B) e IgG3 (C) foram dosados no 

plasma de pacientes coinfectados LV/HIV e de indivíduos sadios (endêmicos e não-

endêmicos) frente aos antígenos solúveis de L. infantum, durante a fase ativa e logo após o 

tratamento da LV. Os resultados foram expressos em índice de ELISA (EI), onde a média da 

densidade óptica de cada amostra avaliada em duplicata foi dividida pela média total das 

densidades ópticas obtidas do grupo de controle sadios. Cada símbolo representa um 

indivíduo avaliado e cada cor representa o mesmo paciente nas diferentes fases do 

acompanhamento. (● e ▼) pacientes LV/HIV não-recidivantes e recidivantes da LV, 

respectivamente. LV/HIV (pacientes com LV coinfectados com o HIV-1); Diferenças 

estatísticas entre as fases e entre os diferentes grupos foram obtidas através dos testes 

Wilcoxon t-test e Mann-Whitney t-test, respectivamente. ***p<0,0005. 
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6. DISCUSSÃO 
 

Nosso estudo identificou um perfil imunológico que diferiu entre 

pacientes LV/HIV que apresentaram um único episódio de LV ao longo da vida 

(não-recidivantes/-NR) daqueles com frequentes recidivas da doença 

(recidivantes/-R). Desta forma, pacientes NR-LV/HIV evoluíram com ganho de 

células T CD4+ após o tratamento da LV, acompanhado de uma diminuição dos 

níveis de ativação das células T, além de diminuição da translocação 

microbiana, observada pelos níveis de CD14 solúvel (sCD14) e diminuição dos 

níveis séricos de IgG3 anti-Leishmania. Já os pacientes R-LV/HIV mantiveram 

esses parâmetros acima comprometidos, de forma similar à fase ativa da LV e 

independente da coinfecção pelo HIV, por todo o acompanhamento clínico. 

Como demonstrado em nosso estudo, a reconstituição imune observada nos 

pacientes NR-LV/HIV estava relacionada com uma aparente restauração do 

repertório TCRVβ, que atingiu valores de frequências de determinadas 

subpopulações próximas à normalidade, ou seja, próximos às frequências 

apresentadas por indivíduos sadios. Além disso, observamos uma menor 

resposta inflamatória, com diminuição dos níveis de importantes citocinas pró-

inflamatórias (IFNɣ, IL-8, IL-6, IL-1β, TNF) e IL-10 aos 12 mpt, e uma melhor 

capacidade de output tímico, pelo aumento dos níveis de TREC em PBMC aos 

10 mpt. Por outro lado, os pacientes R-LV/HIV confirmaram um 

comprometimento geral da resposta imune, apresentando um repertório em 

células T CD8+ bastante heterogêneo, manutenção do status inflamatório 

periférico e uma menor funcionalidade tímica inferida pela manutenção dos 

baixos níveis de TREC em células T. Estas identificações foram possíveis, 

principalmente, pelo fato desse estudo ter sido de caráter longitudinal, nos 

permitindo avaliar não só a fase ativa da LV em pacientes LV/HIV, como 

também o estado atual do paciente a cada visita ambulatorial, diferente de 

outros estudos anteriores desenvolvidos com objetivos similares ao nosso 

(Casado et al. 2015).  

Inicialmente, a avaliação das contagens absolutas de linfócitos T CD4+ 

apontou para um prejuízo importante na capacidade de reconstituição 
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imunológica em pacientes R-LV/HIV, que foi aparentemente recuperada entre 

pacientes NR-LV/HIV já após 6 meses do tratamento da LV. Cota e 

colaboradores (2011), já tinham apontado em uma metanálise que a ausência 

de recuperação imunológica, ou seja, as baixas contagens de células T CD4+ 

mantidas após o tratamento da LV primária poderia se constituir em um fator 

preditivo de recidivas da doença em pacientes coinfectados pelo HIV. No nosso 

estudo, tal fato aconteceu ainda que a maioria desses pacientes apresentasse 

carga viral indetectável (13 de 18 pacientes), pelo uso da cART, já na fase ativa 

da LV, independente de ser recidivante ou não  .  

Sabe-se que a reconstituição imune, comumente, é uma característica 

marcante decorrente da supressão viral obtida após a admissão da cART em 

pacientes HIV positivos (Powderly et al. 1998; Rudy et al. 2015). Desta forma, a 

manutenção das baixas contagens de células T CD4+ nos pacientes R-LV/HIV 

reforçou a hipótese de que outros fatores poderiam estar contribuindo para 

esse processo. Um desses fatores seria o grau de ativação imune crônica, que 

consiste no “alicerce” para o comprometimento geral da resposta imune, 

responsável pela perda da remissão clínica da LV.  

A intensa ativação do sistema imune consiste em um dos principais 

mecanismos imunopatogênicos envolvidos com a progressão da infecção pelo 

HIV-1 (Sauce et al. 2013; Utay & Hunt, 2016). Altos níveis de ativação e 

inflamação são observados mesmo em pacientes com longo tempo de cART e 

supressão viral, uma vez que a estimulação antigênica persiste em possíveis 

reservatórios virais (Douek, 2013). Nesse contexto, pacientes HIV positivos que 

fazem uso da cART e mantêm a carga viral indetectável, mas apresentam 

baixas contagens de células T CD4+, os chamados não-respondedores 

imunológicos, apresentam um status inflamatório e ativado acima do esperado 

(Gazzola et al. 2009). Essa ativação imune contribui para o grau de 

imunossupressão por mecanismos que se retroalimentam. Por exemplo, a 

perda do controle viral pode ocorrer pela ativação de reservatórios virais que 

por sua vez, contribui para o aumento da depleção de células T CD4+ (Doitsh & 

Greene, 2016). Além disso, mecanismos de morte celular induzida por ativação 
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são fatores adicionais para a perda dessas células na periferia (Doitsh & 

Greeene, 2016).    

Alguns estudos têm descrito que a persistência de um grau elevado de 

ativação de células T em indivíduos infectados pelo HIV mesmo com supressão 

viral pela cART, pode predizer um prognóstico tão ruim quanto o de pacientes 

sem uso de terapia (Bofill et al. 1996; Taiwo et al. 2012). Desta forma, essa 

intensa ativação estaria relacionada com a progressão da doença, por 

exemplo, devido ao desenvolvimento de complicações vasculares e eventos 

não-aids (Karim et al. 2014; Siedner et al. 2015; Zicari et al. 2019), do aumento 

da taxa de mortalidade (Hunt et al. 2011) e da maior suscetibilidade às 

coinfecções (Boulougoura & Sereti, 2016), dentre elas as leishmanioses (Da-

Cruz et al. 2006; Badaró et al. 2015). 

Corroborando com a literatura e com os trabalhos anteriores do grupo 

(Santos-Oliveira et al. 2010, 2013), nossos resultados mostraram que os níveis 

de ativação de linfócitos T, sobretudo em T CD8+, foram elevados nos 

pacientes LV/HIV, principalmente nas fases iniciais do acompanhamento. Isso 

vai de acordo com o fato de que, similar à infecção pelo HIV-1, a LV também 

cursa com intensa ativação imune crônica (Santos-Oliveira et al. 2011; Soong 

et al. 2012), o que culmina na potencialização desse status em pacientes 

LV/HIV (Santos-Oliveira et al. 2010; Casado et al. 2015; Lindoso et al. 2018). 

Além disso, confirmando nossa hipótese inicial, os pacientes R-LV/HIV 

mantiveram o intenso grau de ativação celular nos períodos posteriores ao 

tratamento da LV, em níveis similares aos da fase ativa da doença, diferente 

dos pacientes NR-LV/HIV que diminuíram esses valores nos 6 e 12 mpt.  

Em um relato de caso publicado pelo nosso grupo, no qual um paciente 

LV/HIV foi avaliado prospectivamente, foi demonstrado que os níveis de 

ativação de células T foram baixos durante a remissão clinica da LV, mas 

aumentaram expressivamente durante um episódio de reativação da doença 

apresentado pelo mesmo (Santos-Oliveira et al. 2011). Ainda que tivesse carga 

viral indetectável, esse paciente apresentou baixas contagens de células T 

CD4+ durante todos os momentos avaliados, além de um quadro clínico atípico 
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de lesões cutâneas disseminadas (Santos-Oliveira et al. 2011). Esse primeiro 

relato já apontava indícios do quanto a imunossupressão em pacientes LV/HIV 

pode ser agravada pelo grau de ativação, e o quanto esses fatores podem 

culminar em um prognóstico clínico ruim para pacientes coinfectados. 

De fato, no presente estudo, a relação entre esses três elementos 

(imunossupressão, ativação celular e recidiva) pode ser reforçada, uma vez 

que, uma correlação significativamente negativa foi observada entre os 

percentuais de linfócitos T CD4+ e T CD8+ ativados e as contagens absolutas 

de células T CD4+ (p<0,05; r= -0,54 e -0,37, respectivamente), em todas as 

fases do acompanhamento (dados não mostrados). Além disso, uma 

correlação significativamente positiva foi observada entre os percentuais 

dessas células T ativadas aos 12 mpt e o número total de recidivas 

apresentados pelos pacientes LV/HIV (p<0,05; r=0,75) (dados não mostrados). 

Tais resultados sugerem que cada recidiva da LV acompanhada de um 

aumento no grau de ativação resulta em resposta imune efetora cada vez mais 

comprometida, e consequentemente, ineficaz em controlar o parasito, 

culminando em um contínuo círculo vicioso. Dessa forma, acredita-se que a 

própria ausência de recidivas nos pacientes NR-LV/HIV pode estar contribuindo 

para a melhora do seu status imunológico geral. 

O fato dos pacientes NR-LV/HIV e R apresentarem um 

comprometimento similar desses parâmetros nas fases iniciais do 

acompanhamento indica que a estimulação pelos antígenos parasitários 

liberados durante a doença ativa estava igualmente presente e influenciando 

em ambos os grupos. Neste contexto, a maioria dos pacientes LV/HIV (13 de 

18 pacientes), independente de ser –R ou –NR, apresentou níveis elevados de 

carga parasitária periférica durante a LV ativa. Entretanto, nos períodos 

seguintes ao tratamento da LV, ainda que, ambos os grupos estivessem 

submetidos à profilaxia secundária anti-Leishmania, e a maioria dos pacientes 

já apresentasse parasitemia em níveis indetectáveis, foi possível observar 

diferenças importantes no status imunológico associado aos diferentes 

desfechos clínicos. 



 

 
 

144 
 

 

Ainda assim, alguns pontos precisam ser considerados diante da 

manutenção da baixa reconstituição e intensa ativação imune entre os 

pacientes R-LV/HIV: 1) Apesar da maioria controlar a parasitemia após o 

tratamento da LV, alguns pacientes R-LV/HIV, mas nenhum NR-, ainda 

mantiveram níveis de carga parasitária detectáveis aos 12 mpt. Isso reforça o 

conceito de que a persistência de baixos níveis de DNA parasitário no sangue 

periférico pode ocorrer em pacientes tratados, mesmo diante de resposta 

clínica adequada à terapia específica, sugerindo uma persistência do parasito 

em replicação residual em órgãos linfoides, como a medula óssea. Tal fato 

pode contribuir para manutenção do status imune ativado e conduzir a uma 

condição clínica caracterizada por uma alternância entre as formas 

assintomáticas e sintomáticas da doença (del Giudice et al. 2002; Cruz et al. 

2006); 2) A manutenção do grau de imunossupressão e ativação celular nos 

pacientes R-LV/HIV que mostraram controle parasitário e viral poderia ser 

atribuída ao fato desse grupo possuir um tempo de exposição ao HIV-1 mais 

prolongado, até o momento da sua admissão no estudo, ou mesmo um 

intervalo maior entre o diagnóstico da infecção pelo HIV-1 e o primeiro episódio 

ativo da LV, fatores que podem ser cruciais para a predisposição desses 

pacientes às recidivas da LV. Por outro lado, na nossa casuística, o tempo 

mais prolongado de exposição ao vírus não diferiu entre os grupos NR e R 

(tabela 1/artigo 1), e também significou um tempo maior de submissão à cART 

e, dessa forma, de um controle da replicação viral mais precoce com cargas 

virais indetectáveis; 3) Ao considerar o grupo de pacientes R-LV/HIV como um 

todo, no qual o controle viral e parasitário periférico pelas terapias específicas e 

o uso da profilaxia secundária não impediram as recidivas da LV, é razoável 

afirmar que, além do HIV-1 e da Leishmania, outros fatores indiretamente 

relacionados às infecções, podem estar envolvidos nesse processo, e 

contribuindo para manutenção da intensa ativação, tais como a translocação 

microbiana.   

De fato, a persistência do grau de ativação celular na infecção pelo HIV-

1 e na associação LV/HIV tem sido associada à translocação microbiana do 
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lúmen intestinal para a corrente sanguínea (Brenchley et al. 2006; Younas et al. 

2019; Santos-Oliveira et al. 2013). Essa translocação de produtos microbianos 

provenientes de bactérias gram-negativas, tais como o lipopolissacarídeo 

bacteriano (LPS), resulta da interrupção da barreira do trato gastrointestinal e 

do tecido linfoide associado a mucosa do intestino (GALT). Os principais 

mecanismos envolvidos nesse comprometimento seriam à depleção massiva 

de células T CD4+ presentes nesse microambiente, especialmente a 

subpopulação de células Th17, o estabelecimento da inflamação/hiperativação 

da mucosa local, a exaustão da função fagocítica de macrófagos intestinais e o 

dano direto à estrutura intestinal, como a apoptose de enterócitos (Marchetti et 

al. 2013). Desta forma, a perda expressiva da integridade de mucosa culmina 

no aumento da permeabilidade intestinal aos componentes microbianos, de 

modo que ao alcançarem a corrente sanguínea passam a se constituir em 

importantes cofatores para a persistência do grau de ativação e, em 

consequência, para a patogênese da infecção (Douek, 2013; Ticanti et al. 

2016).  

Em adição, vale ressaltar que, similar ao que ocorre na infecção pelo 

HIV-1, acredita-se a L. infantum também possa estar envolvida em um possível 

dano direto ao GALT demonstrado, por exemplo, pela ocorrência de falência 

intestinal em paciente com LV apenas (Hicks et al. 2009). Além disso, a 

presença de antígenos do parasito já foi demonstrada em fragmentos de tecido 

da mucosa duodenal de pacientes com LV (Luz et al. 2010), assim como a 

presença de formas amastigotas no intestino ao lado de uma intensa resposta 

inflamatória local na LV canina (Silva et al. 2016). Dessa forma, tanto o HIV-1 

como a Leishmania podem contribuir para o aumento da permeabilidade 

intestinal e, consequentemente, da translocação microbiana que, por sua vez, 

pode potencializar o grau de ativação em pacientes LV/HIV. Este presente 

estudo confirmou que ambos os fenômenos ocorreram e estavam 

intensificados em pacientes LV/HIV. 

Além de contribuir para a manutenção dos níveis elevados de ativação 

celular, nossos resultados apontaram que a translocação microbiana constitui 
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em um mecanismo adicional para a ocorrência de recidivas da LV, certamente 

pela associação desses fenômenos. Isso foi comprovado pelo fato dos 

pacientes R-LV/HIV apresentarem níveis mais elevados de sCD14, que foram 

mantidos desde a fase ativa até os 12 mpt, diferente dos pacientes NR-LV/HIV. 

Além disso, os níveis de sCD14 foram positivamente correlacionados com os 

níveis de LPS no plasma dos pacientes LV/HIV, sugerindo que ambos se 

encontravam biologicamente ativos. Isso porque o CD14 é um correceptor do 

LPS, e sua forma solúvel é liberada após a ativação de monócitos/macrófagos 

pelo estímulo antigênico do LPS.  

Quando associado à membrana, o CD14 (mCD14) facilita a 

transferência do LPS para o complexo MD-2/TLR-4 (Toll-Like receptor 4), 

modulando o reconhecimento do LPS. A ligação do LPS a esse complexo 

desencadeia uma cascata de sinalização com vias dependente de MyD88 ou 

TRIF, que resulta na produção de citocinas pró-inflamatórias ou interferons do 

tipo I, respectivamente (Lu et al. 2008). Após esse processo de ativação 

celular, a expressão do CD14 de membrana diminui, e por outro lado, o sCD14 

é liberado, aumentando-se seus níveis plasmáticos (Shive et al. 2015). 

Adicionalmente, já foi demonstrado em estudos in vitro que, além do LPS, 

outros ligantes de TLRs, como flagelina, bem como citocinas pro-inflamatórias, 

tais como IL-6 e IL-1β, podem induzir a liberação de sCD14 (Shive et al. 2015). 

No nosso estudo, os níveis de citocinas pró-inflamatórias (IL-8 e IL-6) foram 

tendencialmente maiores nos pacientes R-LV/HIV comparados ao NR-LV/HIV, 

que além de contribuírem para o status inflamatório sistêmico, podem estar 

potencializando a ativação sobre a manutenção dos níveis elevados de sCD14. 

Dessa forma, nossos achados apontam para uma hiperativação da imunidade 

inata que, possivelmente, está contribuindo para o status de ativação sistêmica, 

mantido entre pacientes R-LV/HIV, mesmo após o tratamento anti-Leishmania.  

Além de contribuir para esse grau de ativação e inflamação sistêmica, 

estes resultados também sugeriram que a ativação de monócitos/macrófagos 

via sCD14 pode estar relacionada com o prejuízo na recuperação imunológica 

em pacientes de associação LV/HIV. Nesse contexto, foi observada uma 
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correlação negativa entre as contagens de células T CD4+ e os níveis 

plasmáticos de sCD14 (p<0,0001; r= -0,5). Interessantemente, níveis elevados 

de sCD14 foram demonstrados em indivíduos que falharam em restaurar as 

contagens de células TCD4+ mesmo após supressão viral pela cART, estando 

fortemente correlacionado com tal parâmetro (Lederman et al. 2011). Dessa 

forma, todos os nossos resultados apontam a translocação microbiana como 

uma das “peças de um quebra-cabeça” que define a relação entre status 

imunológico comprometido com o déficit no controle parasitário a longo prazo, 

que resulta nas frequentes recidivas da LV.  

Paralelamente, ao avaliar o grau de ativação do braço humoral da 

resposta imune, inferido pela dosagem de IgG total e das subclasses, IgG1 e 

IgG3 anti-Leishmania, os resultados observados corroboraram com aqueles já 

descritos para o status de ativação de células T e da imunidade inata (níveis de 

sCD14). Dessa forma, os pacientes R-LV/HIV mantiveram níveis elevados 

destas Igs durante todo o acompanhamento prospectivo, ao passo que nos 

pacientes NR-LV/HIV esses valores foram sempre mais baixos. 

Interessantemente, os níveis de IgG3 foram, de forma similar, elevados entre 

os dois grupos nas fases iniciais do acompanhamento, porém diminuíram 

significativamente entre os pacientes NR-LV/HIV nos períodos posteriores ao 

tratamento, diferente dos pacientes R-LV/HIV. Esse resultado corroborou com 

a hipótese de que os níveis de IgG3 podem se constituir em um possível 

biomarcador de manutenção de cura clínica na leishmaniose cutânea causada 

por L. braziliensis, após o tratamento específico (Fagundes-Silva et al. 2012). 

 A IgG3 (e em menos intensidade a IgG1) é a ativadora mais eficiente da 

via clássica do complemento, além de ser considerada uma Ig altamente 

citofílica, ou seja, é capaz de se ligar com alta afinidade a todos receptores Fc 

presentes nas células imunes do hospedeiro. Isso favorece o 

desencadeamento de funções efetoras importantes dessa subclasse, como 

degranulação, citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) e 

indução de fagocitose (Valenzuela & Schaub, 2018), sugerindo seu importante 

envolvimento na imunopatogênese das leishmanioses. Além disso, as IgGs são 
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produzidas em resposta às proteínas antigênicas do parasito ainda circulantes, 

e seu declínio após a terapia e cura clínica seria presumidamente devido à 

ausência do estímulo antigênico. Dessa forma, a manutenção dos níveis 

elevados da IgG3 após o tratamento anti-Leishmania pode predizer não só 

falha terapêutica, como também constante circulação de antígenos parasitários 

e potencial risco de recorrências da LV, como também já foi demonstrado para 

a subclasse IgG1 (Bhattacharyya et al. 2014), sobretudo em pacientes 

coinfectados pelo HIV-1. Nossos primeiros achados que inferiram uma intensa 

ativação dos linfócitos B, que foi mantida em pacientes R-LV/HIV mesmo após 

o tratamento, apontando para um possível papel dessas células no contexto de 

recidivas, que precisa ser melhor elucidado. 

Diante do cenário discutido até aqui, pode-se sugerir que o prejuízo na 

reconstituição imunológica tem como uma de suas causas a intensa ativação 

crônica do sistema imune, os quais juntos contribuem para uma evolução 

clínica ruim, em termos de recidivas, em pacientes LV/HIV. Aliado a isso, a 

condição clínica-imunológica desses pacientes pode ser agravada pelas 

consequências diretas dessa intensa ativação, como o envelhecimento imune 

precoce em indivíduos cronicamente infectados (Appay et al. 2007; Gautam et 

al. 2013). Uma das formas de se avaliar esse grau de imunosenescência e 

exaustão imune é através do aumento da expressão de marcadores fenotípicos 

de natureza inibitória (CD57+CD27-CD28-, PD-1+, CTLA-4+) na superfície de 

células T e B cronicamente ativadas, os quais desempenham um papel 

importante por afetarem a eficácia funcional da resposta anti-HIV (Appay & 

Sauce, 2017). Diante disso, os níveis de células T senescentes (CD57+CD27-) 

apresentados pelos pacientes LV/HIV avaliados neste estudo, poderia se 

constituir em outro importante cofator para explicar não só o comprometimento 

imunológico, como também as frequentes recidivas da LV. Isso estaria atrelado 

ao fato dos níveis elevados de ativação celular mantidos nos pacientes R-

LV/HIV desempenharem um papel crucial em promover um rápido declínio da 

funcionalidade do sistema imune e, assim, da eficiência da resposta efetora em 

controlar o parasito.  
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 Conforme esperado, os pacientes LV/HIV apresentaram altos 

percentuais de linfócitos T senescentes em comparação a indivíduos sadios de 

mesma idade, sobretudo na subpopulação de células T CD8+, que assim 

seguiram desde a fase ativa até os períodos finais do acompanhamento, 

quando valores mais pronunciados foram observados. Esse resultado 

confirmou que, de fato, os pacientes LV/HIV avaliados exibiram um sistema 

imune cronicamente ativado, que não se alterou apesar do uso da cART e da 

manutenção do tratamento anti-Leishmania. Tal achado foi consistente com o 

que já havia sido demonstrado para pacientes LV/HIV da Bacia do 

Mediterrâneo (Casado et a, 2015), apesar da nossa avaliação ter sido realizada 

prospectivamente e em pacientes LV/HIV com diferentes desfechos clínicos.  

Entretanto, nossa hipótese inicial sobre a influência deste fenômeno 

sobre o controle parasitário não pôde ser confirmada pela avaliação do perfil 

fenotípico de senescência imune, uma vez que este não diferiu entre os 

pacientes NR-LV/HIV e –R. Isso nos fez refletir sobre 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 parâmetro, visto que um padrão de distribuição 

mais heterogêneo desses níveis, com o aparecimento de dois grupos 

separados de pacientes LV/HIV parece ser observado apenas no período de 12 

mpt. Isto sugere que, em algum momento posterior ao acompanhamento, 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 consistir em um processo irreversível (Brenchley et al. 2003; Appay et 

al. 2007). Dessa forma, considerando que ambos os grupos apresentaram um 

grau de ativação similarmente elevado no início do acompanhamento, o fato 

dos pacientes NR-LV/HIV terem revertido esses valores após o tratamento, não 

significa que esse mesmo padrão seria, imediatamente, observado em termos 

de expressão do fenótipo CD57+CD27-. Em outras palavras, a expressão de tal 

fenótipo nas células T terminalmente diferenciadas não pode ser revertida, 

permanecendo elevada por um longo tempo, até que a célula morra. 
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Além disso, embora o perfil fenotípico de senescência imune não tenha 

diferido entre os grupos avaliados, estes achados nos levaram a hipótese que 

diferenças em termos de funcionalidade de células T poderiam existir entre 

pacientes NR-LV/HIV e R-. Essa hipótese foi levantada pelo fato do fenômeno 

de imunosenescência consistir em um conjunto de fatores que caracterizam um 

prejuízo qualitativo importante do sistema imune, com um comprometimento 

multifatorial. Por exemplo, células T senescentes apresentam um encurtamento 

do telômero e perda da capacidade proliferativa, bem como uma deficiência na 

capacidade de produzir citocinas (Brenchley et al. 2003; Appay & Sauce, 2017). 

Além disso, de forma subjacente a esse processo, pode ser observada uma 

senescência global, que afeta os órgãos linfoides primários, como timo, 

acarretando na exaustão de suas funções. Dessa forma, pode-se ter um 

impacto direto sobre a funcionalidade tímica e, consequentemente, na geração 

de novas células T (Douek et al. 1998), bem como na distribuição do repertório 

Vβ dessas células na periferia, resultando em um repertório limitado e com o 

acúmulo de células T senescentes (Xu e Larbi, 2017; Sokoya, 2017). 

Diante disso, além de comprovar possíveis diferenças em termos 

funcionais, a avaliação dessas consequências imunológicas do grau de 

imunosenescência pode ajudar a explicar as diferentes capacidades de 

reconstituição imunológica observadas entre pacientes NR-LV/HIV e R-, bem 

como os seus diferentes desfechos clínicos. Dessa forma, nossa primeira 

pergunta foi: será que essa reconstituição imune diferenciada entre NR-LV/HIV 

e –R poderia refletir na periferia em termos de alterações no perfil de 

distribuição do repertório de células T e no status inflamatório periférico? Além 

disso, tornou-se crucial a elucidação do possível compartimento responsável 

por essa reconstituição, sobretudo em pacientes NR-LV/HIV, podendo ser de 

origem periférica, refletida por um alto turnover de células T, ou de origem 

central, como resultado de uma melhor capacidade tímica em renovar esse 

pool de células T. A restituição ou prejuízo desses fatores podem estar 

relacionados com uma resposta imune efetora mais efetiva ou gravemente 

comprometida, respectivamente, que é responsável pelo controle parasitário e, 
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consequentemente, influencia na suscetibilidade às recidivas entre os 

pacientes LV/HIV. 

Nós fomos buscar as respostas para essas perguntas na nossa 

avaliação mais recente e, surpreendentemente, observamos um perfil de 

mobilização do repertório Vβ do receptor de células T (TCRVβ) 

expressivamente alterado em pacientes LV/HIV, cuja heterogeneidade foi 

mantida, sobretudo, entre pacientes R-LV/HIV durante todo o 

acompanhamento. Aliado a isso, tais pacientes R-LV/HIV mantiveram, em sua 

maioria, um intenso status pró e anti-inflamatório, visto pela manutenção de 

altos níveis plasmáticos de várias citocinas inflamatórias. Por outro lado, 

durante os períodos tardios do acompanhamento, os pacientes NR-LV/HIV 

mostraram uma aparente atenuação desse cenário imune periférico, com um 

perfil de mobilização do repertorio TCRVβ aparentemente mais próximo da 

normalidade e uma importante diminuição dos níveis plasmáticos das citocinas 

inflamatórias. Esse padrão observado entre os pacientes NR-LV/HIV, ao lado 

da melhor reconstituição imunológica nesse grupo de pacientes, foi 

acompanhado por um aumento significativo nos níveis de TREC em células do 

sangue periférico, o que refletiu uma melhor capacidade tímica de repopulação 

da periferia com o output de novas células T. Tal fato não foi observado entre 

pacientes R-LV/HIV, comprovando um comprometimento geral da resposta 

imune nesse grupo, que deve estar influenciando nas frequentes recidivas da 

LV.  

Nesse contexto, perturbações no repertório TCRVβ consistem em uma 

das formas de se comprovar a exaustão dos recursos imunes primários, de 

modo que sua análise pode apontar alterações quantitativas e qualitativas no 

seu perfil de distribuição. Dessa forma, a análise do repertório TCRVβ reflete a 

diversidade deste e, consequentemente, a capacidade de iniciar uma resposta 

imune eficaz frente a uma variedade de diferentes antígenos, uma vez que o 

αβTCR é expresso pela grande maioria dos linfócitos T (90-99%) (Brazin et al. 

2015). De fato, já foi demonstrado que indivíduos infectados pelo HIV que 

apresentam um perfil de repertório TCRVβ mono-oligoclonal restrito tendem a 
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progredir mais rapidamente para a aids (Pantaleo et al. 1994). Isso sugere que 

o perfil de distribuição do repertório de células T pode influenciar o prognóstico 

da infecção pelo HIV (Soudeyns et al 1993; Kolte 2013; Heather et al 2016) e 

da sua associação com outras infecções, como com o vírus Epstein-Barr (EBV) 

(Hernandez et al. 2018). 

Em nossa avaliação, verificamos que o repertório TCRVβ em células T 

CD4+ sofreu importantes perturbações nos pacientes coinfectados LV/HIV com 

a expansão ou retração de várias famílias Vβ, independente de serem R-

LV/HIV ou NR- e, sobretudo, na fase ativa da LV e logo após o tratamento da 

anti-Leishmania. Isso pode ser observado pelas comparações realizadas com 

os indivíduos saudáveis, que foram simultaneamente avaliados com vistas a 

definir frequências de normalidade e distribuição do repertório TCRVβ em 

humanos adultos brasileiros. No entanto, para a subpopulação de linfócitos T 

CD8+, as mobilizações em comparação com a normalidade foram mais 

evidentes entre os pacientes NR-LV/HIV, ao longo do acompanhamento, seja 

com a expansão ou retração de algumas famílias Vβ. Por outro lado, no grupo 

R-LV/HIV, apenas a família Vβ23 nas células TCD8+ estava expandida durante 

a fase ativa, e mais algumas poucas perturbações foram observadas apenas 

em termos de retração do repertório Vβ em células T CD8+. Desta forma, 

acredita-se que a ausência de expansões e a predominância de restrições 

podem refletir perturbações em algumas famílias importantes para o 

reconhecimento desses patógenos, principalmente quando envolvem o 

repertório de células T CD8+, que são essenciais na resposta efetora às 

infecções. Tal fato pode estar relacionado com uma diminuição na capacidade 

de controle parasitário, sobretudo naqueles pacientes R-LV/HIV.  

A diminuição da frequência de diversas famílias Vβ já foi demonstrada 

em pacientes com HIV coinfectados com EBV, sendo que tais famílias eram 

mais frequentes entre os controles saudáveis avaliados, enfatizando um 

possível papel destas na resposta imune protetora a esses antígenos 

(Hernandez et al. 2018). Em nosso estudo, alguns destaques interessantes 

foram observados, como as famílias Vβ3 e Vβ18 em células T CD8+, que foram 
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expressivamente retraídas entre pacientes R-LV/HIV, e apesar de terem sido 

pouco mobilizadas entre os indivíduos sadios, foram amplamente expandidas 

nos pacientes NR-LV/HIV, sobretudo na LV ativa. Desse modo, estudos futuros 

sobre o perfil de mobilização do repertório frente ao estímulo parasitário/viral 

poderão esclarecer quais famílias estão envolvidas na resposta específica e se, 

de fato, tais restrições irão se confirmar em pacientes com frequentes recidivas. 

Outro fator que pode estar relacionado às alterações no repertório de 

indivíduos cronicamente infectados pelo HIV-1 é o estado de exaustão imune. 

Este processo é consistente com a meia-vida curta de células T CD4+ 

infectadas pelo vírus, bem como com a morte induzida por ativação também de 

células não-infectadas. Em consequência, graves alterações na dinâmica do 

repertório TCRVβ periférico podem ser observadas, cuja variabilidade pode ser 

até três vezes menor do que indivíduos não infectados (Heather et al. 2016). 

Apesar da eficiência da cART em suprimir a replicação viral e, comumente, 

restaurar a resposta imune, ainda que lentamente, aumentando as contagens 

de linfócitos T CD4+, tais perturbações no perfil de mobilização do repertório 

TCRVβ tendem a se perpetuar ou são apenas parcialmente restauradas com o 

uso da cART (Giacoia-Gripp et al. 2005; Heather et al. 2016). Ainda assim, a 

emergência de alguns segmentos Vβ diferentes daqueles utilizados pelos 

indivíduos infectados ainda sem cART, alterações no perfil de distribuição do 

repertório TCRVβ e aumento da diversidade têm sido relatados em pacientes 

HIV positivos após a admissão da cART (Giacoia-Gripp et al. 2005; Yin et al. 

2009; Conrad et al. 2012; González-Serna et al. 2013). 

Nesse contexto, a avaliação das alterações no repertório TCRVβ na 

periferia daqueles pacientes NR-LV/HIV, os quais foram capazes de restaurar 

as contagens de linfócitos T CD4+ após a cART e o tratamento anti-

Leishmania, poderia fornecer indícios de que a dinâmica de mobilização desse 

repertório também pudesse diferir entre NR-LV/HIV e R-. Embora nosso estudo 

não tenha evidenciado um perfil de mobilização Vβ característico entre os 

casos NR-LV/HIV e –R, sobretudo que pudesse sugerir uma possível relação 



 

 
 

154 
 

 

entre expansões periféricas e a reconstituição de células T CD4+, algumas 

particularidades foram observadas.  

Primeiramente, algumas famílias Vβ foram altamente mobilizadas nas 

fases iniciais do acompanhamento dos NR-LV/HIV, mas tenderam a sofrer 

retrações nesse grupo após o tratamento anti-Leishmania (Vβ9/Vβ8 em T CD4+ 

Vβ18/Vβ23/Vβ13.1/Vβ5.2 em ambos T CD4+ e T CD8+), evidenciando uma 

dinâmica de menos mobilizações nas fases tardias do acompanhamento desse 

grupo. Isso fez com que os níveis de mobilização de algumas famílias TCRVβ, 

aos 12 mpt dos NR-LV/HIV, se aproximassem dos níveis apresentados pelos 

indivíduos sadios. Interessantemente, uma alta mobilização da família Vβ5.2 já 

foi demonstrada na fase ativa da leishmaniose cutânea, seja na ausência ou 

presença de estímulo específico (Keesen et al. 2011). Além disso, tal família 

estava relacionada com uma maior expressão de CD45RO e HLA-DR, e 

produção de IFN-ɣ, TNF e IL-10 frente ao antígeno específico, além de está 

correlacionada positivamente com o tamanho da lesão (Keesen et al. 2011). 

Adicionalmente, a família Vβ3 foi altamente mobilizada em T CD4+ e T 

CD8+ entre os pacientes NR-LV/HIV durante todo o acompanhamento clínico, 

mas aparentemente restrita entre os pacientes R-LV/HIV, apontando uma 

possível participação dessa família no controle parasitário e na manutenção da 

remissão clínica da LV. Um estudo anterior do grupo já havia verificado que a 

família Vβ3 era altamente mobilizada em indivíduos sadios e em pacientes HIV 

positivos brasileiros, seja na ausência ou presença da cART (Giacoia-Gripp et 

al. 2005). Desta forma, em um cenário de associação LV/HIV e diante da 

intensa ativação imune, assim como a família Vβ3, as famílias que parecem ser 

mais restritas entre pacientes R-LV/HIV (Vβ9 e Vβ18 em células T CD4+ e T 

CD8+, respectivamente), sobretudo durante a LV ativa, podem estar 

relacionadas ao processo de exaustão clonal mais agravado e que não se 

recupera nesse grupo. 

Finalmente, embora diferentes famílias tenham sido mobilizadas entre os 

grupos R- e NR-, a análise através heatmap permitiu avaliar os padrões dessas 

perturbações de maneira individual e ao mesmo tempo global. Dessa forma, 
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nossa análise sugeriu um repertório TCRVβ em células T CD4+ mais 

homogêneo entre os pacientes LV/HIV, especialmente aqueles NR-LV/HIV, 

com padrões de mobilizações das diferentes famílias Vβ mais semelhantes 

entre si. Por outro lado, o repertório TCRVβ em células T CD8+, 

aparentemente, se mostrou extremamente heterogêneo quando os pacientes 

são avaliados individualmente, uma vez que diferentes padrões de mobilização 

das famílias Vβ (expansões ou retrações) foram demonstrados pelos pacientes 

LV/HIV. Tais alterações diferenciais pareceram mais intensas entre os 

pacientes R-LV/HIV, conforme o índice de mobilização obtido através do 

heatmap. Esse perfil pode estar relacionado com o grau de ativação de 

linfócitos T CD8+ e com as recidivas, já que se trata de uma população 

importante para o controle parasitário (Kaushal et al. 2014; Jawed et al. 2019). 

De um modo geral, maiores perturbações têm sido descritas no repertório 

TCRVβ de células T CD8+ em pacientes infectados pelo HIV, 

independentemente do status clínico, das contagens de células T CD4+ e T 

CD8+ e da carga viral (Gorochov et al. 1998). Por outro lado, o repertório de 

células T CD4+ parece ser gravemente perturbado quando se tem baixas 

contagens de células T CD4+ e alta viremia, comumente, durante a fase aguda 

da infecção (Gorochov et al. 1998). 

Apesar desses achados, nenhum perfil característico da dinâmica do 

repertório TCRVβ em termos de clonalidade pôde ser observado neste estudo, 

sobretudo que pudesse ser relacionado com as recidivas da LV em pacientes 

LV/HIV. Ainda assim, acredita-se que as restrições em determinadas famílias 

Vβ, bem como a maior heterogeneidade mostrada pelos pacientes R-LV/HIV 

podem estar relacionadas ao grau de ativação contínuo e ao status de 

exaustão dos recursos imunes primários, que impactam no controle parasitário 

periférico e, por sua vez, nas recidivas da LV. Estudos futuros, principalmente 

que permitam avaliar a dinâmica desse repertório TCRVβ em resposta ao 

estímulo antigênico específico, poderão elucidar melhor tais questões. 

Corroborando com as observações em pacientes NR-LV/HIV, onde o 

grau de reconstituição imune foi acompanhado pela diminuição da intensa 
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ativação imune crônica e da diminuição das perturbações do repertorio TCRVβ, 

o perfil inflamatório periférico também diferiu após o tratamento anti-Leishmania 

desse grupo em relação ao R-LV/HIV. Dessa forma, observou-se que os 

pacientes NR-LV/HIV tenderam a diminuir os níveis plasmáticos de importantes 

citocinas pro- e anti-inflamatórias já após os 6 mpt, demonstrando uma 

aparente reversão do status inflamatório, diferente dos pacientes R-LV/HIV que 

mantiveram tais níveis elevados durante todo o acompanhamento clínico. É 

bem descrito o envolvimento de uma “tempestade de citocinas” na gravidade 

da leishmaniose visceral (Costa et al. 2013), assim como na piora do quadro 

imunológico e progressão para aids em indivíduos HIV positivos (Leeansyah et 

al. 2013). Nosso grupo também verificou previamente que há uma correlação 

positiva entre os níveis de IL-6, Il-8, TNF e IL-17 com a presença da 

Leishmania em pacientes LV/HIV (Santos-Oliveira et al. 2013), confirmando a 

potencialização do status inflamatório na coinfecção. Interessantemente, em 

nosso estudo, a manutenção dos elevados níveis séricos de IL-10 entre os 

pacientes R-LV/HIV parecem confirmar o envolvimento dessa citocina em 

diversos mecanismos imunopatogênicos que culminam na perda do controle 

parasitário (Brodskyn & Kamhawi, 2018). Dentre esses mecanismos estão, 

principalmente, a deativação de macrófagos e inibição da morte de amastigotas 

pela downregulação da produção de TNF e NO, além da supressão de 

múltiplas funções de apresentação de antígeno das DCs e macrófagos (Nylén 

& Sacks, 2007). Isso pode ser sugerido pelo fato de apenas os pacientes R-

LV/HIV ainda mostrarem carga parasitária detectável aos 12 mpt, diferente do 

grupo NR-LV/HIV, onde todos os pacientes mostraram supressão parasitária 

no sangue periférico. 

Finalmente, compondo um círculo vicioso, esse status inflamatório pode 

contribuir para a manutenção dos elevados níveis de ativação celular que, por 

sua vez, comprometem continuamente o estado imunológico geral dos 

pacientes R-LV/HIV, podendo influenciar em funções imunológicas de órgãos-

centrais, como o timo. Por outro lado, a reversão desse cenário pelos pacientes 

NR-LV/HIV, ainda que não relacionada a uma diminuição no percentual de 
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células senescentes (artigo 1) e com um perfil característico de repertório 

TCRVβ na periferia, pode ter impacto direto na capacidade tímica, que pode 

estar contribuindo para o grau de reconstituição imune observado nesses 

pacientes. Nesse contexto, sabe-se que a vasta maioria células T ativadas, 

torna-se senescente e rapidamente morre por apoptose, acarretando um ônus 

adicional no que diz respeito à capacidade tímica de renovação do pool de 

células T CD4+ na periferia (Zicari et al. 2019; Rb-Silva et al. 2019). 

Dessa forma, o grau de reconstituição imune pode estar diretamente 

associado ao comprometimento no output tímico, seja pelo prejuízo na 

funcionalidade tímica em si, seja pela deficiência nos progenitores de linfócitos 

T provenientes da medula óssea, ou mesmo pela morte dos emigrantes tímicos 

recentes (ETRs) (Hazenberg et al 2001), considerando-se o cenário de intensa 

ativação. De fato, o prejuízo no output tímico, avaliado pela quantificação dos 

níveis de TREC em ETRs (Douek et al 1998), tem sido evidenciado em 

pacientes HIV positivos, sobretudo na ausência da cART (Ferrando-Martinez et 

al. 2017; Rosado-Sánchez et al. 2017; De Voeght et al. 2017; Zicari et al. 2019; 

Rb-Silva et al. 2019). Sabe-se que a função tímica pode ser diretamente 

afetada pela capacidade do vírus infectar ou no mínimo afetar células 

estromais tímicas, progenitores de linfócitos T, bem como timócitos, resultando 

numa supressão da produção de novas células T e contribuindo para a baixa 

reconstituição imunológica (Savino et al. 1986; Ye et al. 2004; Savino et al. 

2016). Além disso, a persistência do estímulo viral e, consequentemente, a 

própria ativação crônica, conduzem a uma exaustão e saturação da 

funcionalidade tímica (Appay & Kelleher, 2017; Zicari et al. 2019). Diante disso, 

os pacientes HIV positivos apresentam baixos níveis de TREC em PBMC e em 

células T CD4+ e T CD8+ separadamente na periferia, os quais são 

parcialmente restaurados após a admissão da cART (Ferrando-Martinez et al. 

2017; De Voeght et al. 2017; Rb-Silva et al. 2019). 

No presente estudo, os níveis de TREC/PBMC foram baixos durante a 

fase ativa da LV nos pacientes LV/HIV, sugerindo um comprometimento tímico 

na renovação desse pool de células, apesar do uso da cART e da carga viral 
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baixa ou indetectável na grande maioria dos pacientes (13 de 18 pacientes). 

Além disso, tais níveis foram mais baixos do que aqueles encontrados em 

pacientes monoinfectados pelo HIV. Tal fato aponta que não só o HIV residual, 

mas também a presença da Leishmania pode estar contribuindo para uma 

potencialização do prejuízo da função tímica de pacientes LV/HIV. Estudos já 

evidenciaram que a Leishmania é capaz de afetar progenitores de células T na 

medula óssea, além de já ter sido demonstrado o impacto da infecção por L. 

infantum no microambiente tímico, o que pode favorecer um output tímico 

deficiente (Cuervo-Escobar et al. 2014; Kumar et al. 2017; Losada-Barragán et 

al. 2019). Além disso, o parasito ao potencializar os níveis de ativação imune 

crônica (Santos-Oliveira et al. 2010; Casado et al. 2015), sobretudo em 

pacientes R-LV/HIV, pode agravar o comprometimento da função tímica.  

Interessantemente, esse déficit no output tímico se mostrou mais intenso 

naqueles pacientes R-LV/HIV, uma vez que estes mantiveram baixos níveis de 

TREC/106PBMC durante todo o acompanhamento clínico, ao passo que 

pacientes NR-LV/HIV recuperaram esses valores aos 10 mpt. O fato dos 

pacientes NR-LV/HIV terem “atenuado” seu status imunológico geral, 

minimizando os impactos negativos que o próprio status inflamatório e ativado 

pode acarretar sobre o sistema imune central, pode contribuir para esse 

processo de reconstituição. Por outro lado, o output tímico comprometido nos 

pacientes R-LV/HIV corroborou com o prejuízo na reconstituição imunológica, 

mantido pelas baixas contagens absolutas de células T CD4+, confirmando a 

importância da participação tímica em restaurar a resposta imune periférica 

necessária ao controle parasitário. A correlação positiva entre os níveis de 

TREC aos 10 mpt e o número total de recidivas apresentado pelos pacientes 

LV/HIV reforçou essa importância. Isso porque, o acúmulo de um pool de 

células T senescentes e, possivelmente, não funcionais, e a ausência de 

repopulação com um repertório de células T, com novas e diferentes 

especificidades, resulta em um déficit resposta imune efetora ao parasito, 

culminando na ocorrência de recidivas da LV.  
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Adicionalmente, consideramos a importância de se quantificar, 

futuramente, esse parâmetro entre as subpopulações de células T, 

separadamente. Tal avaliação ajudará a confirmar se a manutenção da 

depleção de células T CD4+ entre pacientes R-LV/HIV resulta, de fato, de um 

prejuízo a nível tímico para repopular essa subpopulação, e não apenas de 

expansão e morte por ativação dessas células na periferia. Além disso, em um 

cenário de comprometimento na capacidade de output tímico, acredita-se que o 

conteúdo de TREC em células T CD8+ também esteja afetado. Ao mesmo 

tempo, tal análise confirmará se o aumento das contagens de células T CD4+ 

entre os casos NR é acompanhado por um aumento no número de TREC 

nessa subpopulação e não apenas por uma proliferação homeostática 

periférica ou redistribuição de células T a partir dos tecidos linfoides 

(Sempowski & Haynes, 2002). Acreditamos que o ganho de células T CD4+ não 

está relacionado à proliferação celular periférica, diante dos altos níveis de 

células T senescentes observados no sangue periférico destes pacientes. 

Finalmente, além do prejuízo no output tímico e das perturbações na 

dinâmica do repertório TCRVβ, espera-se que pacientes R-LV/HIV apresentem 

um déficit qualitativo na resposta imune celular efetora. Estudos em andamento 

estão avaliando o grau de comprometimento da capacidade proliferativa e de 

produção de citocinas dos linfócitos T, como parte do processo de 

imunosenescência nesses pacientes LV/HIV. Desta forma, esse conjunto de 

fatores pode, então, culminar numa maior suscetibilidade às recidivas da LV 

entre pacientes R-LV/HIV, que possuem um sistema imune por si só deficiente, 

mas que a cada recidiva se torna cada vez mais incapaz de controlar o 

parasito. 

Diante de tudo que já foi discutido até aqui, é possível concluir que a 

maior parte do conhecimento acerca da imunopatogênese da coinfecção 

LV/HIV envolve o compartimento de células T. Até o momento, nenhum outro 

trabalho avaliou o papel das diferentes subpopulações de linfócitos B nessa 

associação, ao menos em termos de frequência fenotípica. No presente 

estudo, nós investigamos a presença de subpopulações de células B que têm 
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sido descritas na imunopatogênese da infecção pelo HIV-1. Diante do estado 

de ativação crônica e suas consequências sobre o sistema imune de indivíduos 

coinfectados, no que diz respeito aos linfócitos T, nossa hipótese foi que o 

mesmo ocorreria para a resposta imune humoral. Além disso, diante das 

observações prévias sobre a possível relação da IgG3 anti-Leishmania com a 

evolução clínica em termos de remissão e recidivas da LV, tornou-se 

importante investigar a dinâmica fenotípica dessas células B no decorrer de um 

acompanhamento prospectivo de pacientes LV/HIV.  

Diante disso, avaliamos as frequências de células B quanto aos perfis de 

diferenciação, ativação e exaustão celular em uma casuística de 19 pacientes 

LV/HIV que foram, simultaneamente, comparados com 15 pacientes com LV 

sem HIV (controles LV) e voluntários saudáveis. Tais pacientes LV/HIV foram, 

em sua maioria, homens adultos que já possuíam diagnóstico prévio de 

infecção pelo HIV e, portanto, faziam uso de cART e apresentavam, na maior 

parte dos casos, carga viral baixa ou indetectável, embora na presença de 

baixas contagens de células T CD4+, durante a LV ativa. Com vistas a avaliar 

as possíveis relações dos fenótipos investigados sobre a ocorrência de 

recidivas da LV, novamente eles foram separados em NR-LV/HIV e R-. Diante 

da emergência de casos recidivantes entre pacientes com LV sem HIV-1, este 

grupo também foi separado em NR- e R-. A princípio, não foram observadas 

diferenças estatísticas entre esses pacientes NR-LV/HIV e R-, em termos de 

parâmetros que pudessem enviesar os principais resultados obtidos desta 

avaliação, tais como idade, tempo de diagnóstico de HIV, carga viral e 

contagens de T CD4+ na fase ativa da doença.  

Primariamente, verificou-se que a frequência de células B totais CD19+ 

estava diminuída em pacientes LV/HIV durante a fase ativa da LV, e isso foi 

acompanhado por menores frequências dos compartimentos de células B naive 

e resting de memória, em comparação aos controles sadios. Um resultado 

similar foi observado em pacientes infectados apenas pelo HIV-1 antes de 

iniciarem a cART, onde tais subpopulações estavam significativamente 

diminuídas em comparação aos níveis encontrados um ano após o uso da 



 

 
 

161 
 

 

terapia (Moir et al. 2007). No entanto, a restauração desse déficit no pool de 

células B resting de memória em indivíduos infectados pelo HIV-1, parece ser 

possível apenas com a introdução precoce da cART (Moir et al. 2010), sendo 

dificilmente restaurado quando se estabelece a fase crônica da infecção, 

mesmo após longo tempo de terapia (Pensieroso et al. 2013). De fato, na 

nossa avaliação, foi possível observar um aumento expressivo nas frequências 

de linfócitos B CD19+ e naive após o tratamento da LV. No entanto, nenhuma 

restauração no compartimento de células B resting de memória foi observada. 

A ausência de restauração nessa subpopulação também já foi observada em 

pacientes coinfectados com o vírus da hepatite C e com HIV (HCV/HIV) mesmo 

em uso de cART e 24 meses após terapia específica (Kohli et al. 2015). Dessa 

forma, tais achados apontam que a admissão da cART, bem como o 

tratamento específico no caso das coinfecções, normalmente, são capazes de 

restaurar as frequências dos subtipos de células B durante a infecção crônica 

pelo HIV-1, exceto do pool de células B resting de memória. Isso aponta que 

outros mecanismos, além do vírus, podem impactar na disfunção dessas 

células, como a linfopenia de células T CD4+ e o grau de ativação imune 

crônica (Amu et al. 2014). 

Nesse contexto, similar ao que acontece com o compartimento de 

células T, a imunidade humoral na infecção pelo HIV-1, e também na LV, é 

marcada por uma hiperativação policlonal de células B devido à natureza 

crônica da infecção, sendo caracterizada por outros fatores além da 

hipergamaglobulinemia (Lane et al. 1983; Galvão-Castro et al. 1984; Goto & 

Piantri, 2009). Dentre esses fatores pode-se apontar a frequência elevada de 

células B caracterizadas fenotipicamente por marcadores, como CD27, CD25, 

CD69, dentre outros, além de outros subtipos altamente diferenciados, como os 

plasmócitos. Adicionalmente, altos níveis de citocinas pró-inflamatórias (IFN-α, 

TNF, IL-6, IL-10) e fatores de crescimento, como BAFF, também já foram 

apontados como envolvidos nesse processo (Moir & Fauci, 2009; Borhis et al. 

2017). Como consequência dessa ativação imune crônica induzida pelo HIV-1, 

tem sido descrito o aumento da frequência de células B com características de 
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células exaustas/senescentes, inicialmente descritas como células B de 

memória like-tissue (Moir et al. 2008). Essas células foram, primariamente, 

caracterizadas pela presença do receptor inibitório FcRL-4, cujo papel 

imunoregulatório foi comprovado por inibir potencialmente a sinalização do 

BCR e a resposta proliferativa dessas células (Ehrhardt et al. 2005; Moir et al. 

2008). Posteriormente, essas células B exaustas foram caracterizadas pela 

baixa expressão de CD21 e CD27, e demonstrou-se que sua frequência estava 

aumentada no sangue periférico de indivíduos HIV positivos virêmicos, bem 

como na resposta imune específica ao vírus (Moir et al. 2008). 

Desta forma, estes e outros estudos apontam que a replicação 

persistente do HIV, conduz a um fenótipo imune de ativação e exaustão de 

células B, que não está normalmente presente em indivíduos sadios. Tal 

fenótipo tem sido definido por marcadores clássicos e receptores inibitórios, 

que também é demonstrado em outras doenças, infecciosas ou não, no qual a 

ativação imune crônica e/ou inflamação estão presentes (Moir & Fauci, 2014). 

Adicionalmente, na LV canina, algumas moléculas associadas à exaustão 

celular, como PD-1, CTLA-4 e TIM-3, possivelmente, estão relacionados à 

morte por apoptose de células B, sobretudo no microambiente esplênico, e à 

falha no controle parasitário (de Souza et al. 2019). 

Corroborando com esses achados, nosso estudo demonstrou que 

pacientes LV/HIV apresentaram níveis elevados de células B ativadas e, 

consequentemente, células B fenotipicamente exaustas, durante a LV ativa, em 

comparação aos indivíduos sadios. Apesar de ser observada uma diminuição 

dos níveis desses subtipos de células B após o tratamento anti-Leishmania, 

estes não foram revertidos a níveis similares aos controles sadios no que se 

refere ao pool de células B exaustas. Embora os pacientes LV/HIV tenham 

demonstrado uma tendência a níveis mais elevados dessas subpopulações em 

comparação aos pacientes com LV apenas, estes grupos tenderam à 

similaridade durante a LV ativa. No entanto, os pacientes com LV com longo 

tempo após o tratamento se aproximaram dos percentuais exibidos pelos 

indivíduos sadios em termos de ativação e exaustão de células B, 
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demonstrando o impacto da associação LV/HIV em potencializar tais 

parâmetros. Interessantemente, a relação entre o grau de ativação e exaustão 

de células B pode ser confirmada através de uma correlação significativamente 

positiva entre esses dois parâmetros, durante a fase ativa e logo após o 

tratamento da LV dos pacientes LV/HIV, corroborando com o que já foi descrito 

para o compartimento de células T. 

Diante das diferenças previamente observadas quanto aos níveis séricos 

de Igs específicas aos antígenos de Leishmania, julgamos importante avaliar 

as frequências de plasmócitos de vida curta e de vida longa no sangue 

periférico desses pacientes. Apesar de poucas diferenças nas frequências 

dessas células terem sido observadas nos pacientes avaliados em comparação 

aos indivíduos sadios, alguns pontos podem ser ressaltados: 1) os níveis de 

plasmócitos de vida curta foram expressivamente inferiores aos de plasmócitos 

de vida longa no sangue periférico, e isso pode ser reflexo de uma 

compartimentalização do primeiro para sítios inflamatórios, como baço e 

fígado, e de uma constante circulação do segundo em virtude da persistência 

dos estímulos antigênicos; 2) no final do acompanhamento, foi observada uma 

diminuição dos níveis de ambas subpopulações nos controles LV, e de 

plasmócitos de vida longa em pacientes LV/HIV, embora essa observação seja 

na presença de um n ainda pequeno de pacientes. Tal fato pode ter relação 

com a diminuição do estímulo antigênico em virtude do sucesso terapêutico, 

sobretudo de antígenos circulantes entre sangue periférico e órgãos linfoides 

secundários. Além disso, esse achado pode estar relacionado com a 

diminuição dos títulos de Igs anti-Leishmania previamente observada com a 

remissão clínica nas leishmanioses (Fagundes-Silva et al. 2012; Bhattacharyya 

et al. 2014) (artigo 1).  

Na infecção pelo HIV-1, níveis mais elevados de plasmócitos já foram 

evidenciados em pacientes com infecção recente em comparação àqueles 

cronicamente infectados, ambos na ausência de cART (Moir et al. 2010). Tais 

diferenças podem ser explicadas pelo fato da infecção pelo vírus induzir, 

precocemente, uma ativação policlonal e, consequentemente, uma 
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diferenciação terminal de células B presentes no sangue periférico e no tecido 

linfoide associado à mucosa intestinal (GALT) (Levesque et al. 2009). Esse 

mecanismo parece estar associado com a presença de anticorpos com 

diferentes especificidades, ou seja, não apenas anti-HIV, durante a fase aguda 

da infecção. No entanto, após a admissão da cART, os níveis dos plasmócitos 

no sangue periférico, comumente, diminuem em pacientes HIV positivos tanto 

com infecção recente como crônica, chegando a níveis similares aos indivíduos 

não-infectados (Moir et al. 2010). Em nosso estudo não foi realizado uma 

comparação com as frequências de plasmócitos de pacientes monoinfectados 

pelo HIV-1, porém os níveis dessas células nos casos LV/HIV aparentemente 

só diminuíram após longo tempo do tratamento anti-Leishmania, o que sugere 

uma contribuição dos antígenos parasitários em manter a frequência dessas 

células na circulação. 

Interessantemente, foi observada uma correlação significativamente 

positiva entre os percentuais de células B ativadas e os níveis de plasmócitos 

de vida curta e de vida longa, durante a fase ativa e logo após o tratamento dos 

pacientes LV/HIV. Tal fato parece sugerir uma relação entre o estado geral de 

ativação e de diferenciação dessas células B presentes no sangue periférico, 

sobretudo nos estágios precoces da infecção, que deve ser diretamente 

influenciada pela presença dos antígenos circulantes. Dessa forma, assim 

como o status de ativação, a proporção de plasmócitos circulantes no sangue 

periférico é significativamente elevada mediante uma exposição antigênica 

contínua. Tal fato tem apontado os plasmócitos circulantes, bem como os 

anticorpos específicos secretados por esses, como possíveis biomarcadores de 

tuberculose (TB) ativa, seja em pacientes coinfectados pelo HIV ou não, uma 

vez que estão ausentes na TB latente (Ashenafi et al. 2013). Mais estudos são 

necessários para avaliar o papel dessas subpopulações na coinfecção LV/HIV. 

Adicionalmente, corroborando com os resultados anteriores do grupo, 

apresentados no artigo 1 dessa tese, níveis elevados de IgG total, IgG1 e IgG3 

anti-Leishmania também foram observados nos pacientes LV/HIV, em 

comparação a indivíduos saudáveis provenientes de mesma área endêmica. 
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Embora esse resultado confirme, mais uma vez, a hipergamaglobulenemia 

clássica da associação LV/HIV, a relação deste parâmetro com a evolução 

clínica dos pacientes avaliados só será possível após a avaliação das demais 

fases do acompanhamento, o que poderá reafirmar o papel das subclasses na 

predição dos desfechos clínicos. 

Finalmente, todos esses resultados apontam, de forma original, que 

similarmente aos linfócitos T, o compartimento de células B também pode estar 

alterado, sobretudo diante das baixas frequências de células B resting de 

memória e das frequências elevadas de linfócitos B expressando o fenótipo de 

exaustão. Apesar disso, ainda não foi possível relacionar as frequências 

fenotípicas dos subtipos de células B avaliados nesse estudo (naive, resting de 

memória, ativadas, exaustas e plasmócitos), com o prognóstico clínico desses 

pacientes no que se refere à ocorrência de recidivas da LV. Estudos futuros 

poderão esclarecer o papel funcional desses subtipos de células B na resposta 

imune humoral específica e sua possível relação com o prognóstico da LV.  
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7. CONCLUSÕES 

 O status virológico (carga viral), parasitológico (carga parasitária) e 

imunológico (contagens de linfócitos T CD4+) dos pacientes coinfectados é 

similar durante a fase ativa da doença, independente dos pacientes 

apresentarem um único episódio de LV (NR-/não-recidivantes) ou mais de um 

episódio (R-/recidivantes), reforçando a influência dos antígenos parasitários e, 

portanto, da infecção por Leishmania na potencialização dos parâmetros 

imunológicos; 

 Após longo tempo do tratamento anti-Leishmania (6 e 12mpt), o perfil 

imunológico dos pacientes NR-LV/HIV diferiu dos R-LV/HIV, de modo que os 

NR- evoluíram com: 1) níveis indetectáveis de carga parasitária na periferia; 2) 

redução dos percentuais de células T CD4+ e T CD8+ ativadas e de produtos 

de translocação microbiana (sCD14); 3) diminuição dos níveis de Igs anti-

Leishmania, como IgG, IgG1 e especialmente, da subclasse IgG3; 

 A manutenção do elevado grau de ativação de linfócitos T, translocação 

microbiana e de IgG3 anti-Leishmania podem se constituir em bons preditores 

de recidivas da LV em pacientes coinfectados pelo HIV-1; 

 A manutenção dos percentuais elevados de linfócitos T senescentes 

durante todo o acompanhamento dos pacientes LV/HIV (NR- e R-) pode estar 

associado ao fato da imunosenescência ser um fenômeno irreversível, definido 

por um sistema imune cronicamente ativado, que não se modifica apesar da 

cART e do tratamento anti-Leishmania; 

 Os pacientes NR-LV/HIV apresentaram um ganho importante nas 

contagens absolutas de linfócitos T CD4+ após o tratamento da LV, apontando 

um grau de reconstituição imune diferenciado daqueles pacientes R-LV/HIV; 

 A similaridade nos percentuais de células T senescentes entre os 

pacientes coinfectados sugere que a capacidade proliferativa dessas células 

não deve estar contribuindo para o grau de reconstituição imune diferenciado 

entre NR- e R-; 
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  O repertório de famílias Vβ das células T CD4+ e T CD8+ encontrou-se 

alterado (expansões ou retrações) nos pacientes LV/HIV, recidivantes ou não-

recidivantes, sobretudo na LV ativa, refletindo o grave prejuízo imunológico e o 

intenso grau de ativação celular observado nesta fase do acompanhamento; 

 A análise individual dos pacientes LV/HIV (heatmap) demonstrou um 

repertório mais homogêneo em células T CD4+, com a retração de algumas 

famílias Vβ nas fases mais tardias do acompanhamento prospectivo (12 mpt), 

as quais tinham sido altamente mobilizadas na LV ativa. Essa diminuição foi 

mais consistente nos pacientes NR-LV/HIV, o que pode estar relacionado aos 

menores níveis de ativação celular ou mesmo uma deleção clonal pós-ativação 

de uma resposta imune efetora ao parasito; 

 O repertório de células T CD8+ se mostrou mais heterogêneo ao longo 

de todo o acompanhamento, com inúmeras mobilizações (expansões e/ou 

retrações) de diferentes famílias Vβ não distribuídas uniformemente entre 

pacientes LV/HIV, em especial os R-, o que pode estar de acordo com a 

manutenção do grau de ativação celular neste grupo; 

 A redução dos níveis plasmáticos de citocinas pró- e anti-inflamatórias 

em pacientes NR-LV/HIV, diferente do que ocorreu com os R-, foi coerente com 

a diminuição do grau de ativação, bem como com a aparente atenuação da 

mobilização do repertório TCRVβ longo tempo pós-tratamento; 

 A manutenção dos níveis de IL-10 nos pacientes recidivantes, cuja carga 

parasitária foi detectável, para alguns, mesmo após 12 mpt, reforça o papel 

desta citocina na imunopatogênese da LV, sobretudo em termos de influência 

sobre os mecanismos de controle parasitário; 

 Ambos os grupos NR-LV/HIV e R- mostraram um comprometimento no 

output tímico na fase ativa da LV, coerente com o grau de imunossupressão e 

ativação/inflamação nessa fase da doença; 

 O timo parece ser determinante para reconstituição diferenciada de 

células T na periferia dos pacientes NR-LV/HIV e R-, uma vez que os não-

recidivantes apresentaram uma recuperação da capacidade tímica, refletida 

através do aumento dos níveis de TREC/106PBMC aos 10 mpt; 
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 A capacidade tímica de reconstituir a periferia com novas células T com 

possível potencial efetor influencia a qualidade da resposta imune ao parasito 

que, por sua vez, pode contribuir para a manutenção da remissão clínica; 

 A manutenção do grau de ativação/inflamação, ao lado de intensas 

perturbações no repertório TCRVβ e de um déficit do output tímico pode 

contribuir para uma resposta imune efetora comprometida o que, por sua vez, 

predispõe os pacientes coinfectados às frequentes recidivas da LV; 

 Semelhante ao que é observado para os linfócitos T, uma intensa 

ativação de linfócitos B estava correlacionada com as frequências elevadas de 

células B exaustas, sobretudo durante os períodos iniciais do 

acompanhamento; 

 A avaliação do perfil de células B resting de memória na coinfecção 

LV/HIV apontou para um importante prejuízo na frequência destas células no 

sangue periféricos dos pacientes coinfectados, que parece não ser revertido 

mesmo após o tratamento anti-Leishmania; 

 Os níveis de exaustão de células B dos pacientes LV/HIV tenderam a 

diminuir após o tratamento da LV, mas ainda se mantiveram superiores 

àqueles apresentados por controles sadios e pacientes com LV, corroborando 

com o fato do processo de exaustão culminar em um comprometimento imune 

a longo prazo; 

 A ativação de natureza policlonal dos linfócitos B pode ser confirmada 

pelos níveis séricos de imunoglobulinas e pela alta frequência de plasmócitos, 

sobretudo dos de vida longa, observada no sangue periférico dos pacientes 

LV/HIV, o que pode refletir uma contínua circulação antigênica; 

 Os pacientes com LV não infectados pelo HIV-1 apresentaram perfis 

fenotípicos de linfócitos B muito semelhantes aos LV/HIV, confirmando uma 

alteração nesse compartimento de células na infecção por L. infantum e, 

possivelmente, uma participação na imunopatogênese da doença, embora 

ainda não relacionada à evolução clínica da LV nestes grupos. 
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9. ANEXOS 
 

9.1 ANEXOS A  

9.1.1 Termos de Consentimento Livre e Esclarecido - Casuística do 

Capítulo 1 

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 
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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, 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. 
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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 
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 
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leishmaniose sem AIDS, ou AIDS sem leishmaniose os pacientes também 

estão convidados a fazer parte do estudo, caso seja da vontade dos mesmos.  

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 
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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 
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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9.1.2 Termos de Consentimento Livre e Esclarecido - Casuística do 

Capítulo 2 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Pacientes em investigação de co-infecção Leishmania/HIV 

 
Instituição Proponente: Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, Laboratório de 
Interdisciplinar de Pesquisas Médicas. Av. Brasil, 4365, Pav. Cardoso Fontes sala 21, 
Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ. Tel 0XX21-2562-1034 ou 1037 
Instituição Responsável: ______________________________________________ 
 
Título do Projeto: “Avaliação prospectiva de parâmetros imunológicos aplicáveis 
ao monitoramento do curso clínico de pacientes co-infectados com 
leishmaniose visceral e HIV-1” Pesquisador Responsável: Alda Maria Da-Cruz, 
médica, Pesquisadora Associada Joanna Reis Santos de Oliveira, bióloga, 
pesquisadora colaboradora Equipe: Leonardo Soares Pereira, Maria Rita Teixeira, 
Indiara Penido, Carmem Beatriz Wagner Giacoia-Gripp, Glaucia Cota, Maria Luciana 
Silva-Freitas, Gabriela Castro, Aline Fievez, Anastácio Queiroz de Sousa e Jose 
Angelo Lindoso. 
_____________________________________________________________________
_____________________________________________________________________ 
 
Você está sendo convidado a participar desse estudo porque os pesquisadores 
querem investigar de que maneira você responde ao parasito causador da 
leishmaniose, assim como ao vírus que leva à AIDS. O objetivo é 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.  
 
Os resultados dos exames serão comunicados e entregues a você ou ao médico 
responsável pelo seu acompanhamento. 
Sua colaboração, caso esteja interessado em participar desse estudo, será submeter-
se aos seguintes procedimentos, a serem realizados por profissionais de saúde 
especializados: 

7. Responder a um questionário contendo informações pessoais da sua residência 
e das doenças que apresentou, ou tem neste momento; 

8. Consulta ambulatorial periódica para realização de exame clínico e exames 
laboratoriais de rotina necessários para o diagnóstico da leishmaniose que 
serão realizados pela equipe médica do hospital (coleta de sangue, aspirado de 
medula óssea, biópsia, e teste de Montenegro). Não aplicável se você for um 
indivíduo saudável; Os exames consistirão em uma coleta de sangue que 
deverá ser repetida a cada visita sua, ou seja, a cada dois meses, ao longo de 
12 meses, totalizando 8 visitas. Nos casos em que você apresente recaída da 
doença, como febre, aumento do volume abdominal e perda de peso, você 
deverá procurar o hospital para ser examinado e nova coleta de sangue pode 
ser necessária. 

9. Teste de Montenegro. Este teste na pele consiste na aplicação de 0,1 ml de 
uma solução contendo parasitos mortos pelo mertiolate. A leitura na pele é feita 
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em 48h. Este poderá ser repetido quando for necessário avaliar sua imunidade 
para a leishmaniose. Não aplicável aos indivíduos sadios; 

10. Coleta de 45 ml de sangue (equivalente a três colheres de sopa de sangue) 
através de agulha que fará punção da veia do braço. Esta coleta deverá ser 
repetida periodicamente (a cada dois ou quatro meses);  

11. Coleta de sangue para realizar sorologia anti-HIV com a sua autorização; 
12. Caso haja o diagnóstico de AIDS, você será acompanhado e tratado. 

 
 

AUTORIZAÇÃO PARA ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS 
 
Caso você autorize que após as análises desse estudo, a parte restante (sobras) das 
suas amostras biológicas (sangue, biópsias) seja guardada na FIOCRUZ, para serem 
utilizados em futuros projetos de pesquisa, após análise e aprovação de um Comitê de 
Ética, autorize e assinale abaixo. Todos os esforços serão feitos para que você seja 
contactado de novo no futuro, caso os pesquisadores tenham novas ideias a serem 
estudadas, e autorize a realização da pesquisa. Para tanto, você deverá manter o seu 
cadastro na instituição sempre atualizado. 
(  ) Autorizo o armazenamento das amostras biológicas restantes por até três anos 
após a finalização do meu acompanhamento clínico laboratorial. 
 (  ) Não autorizo o armazenamento das amostras biológicas restantes após a 
finalização do meu acompanhamento clínico laboratorial, e desejo que as amostras 
sejam destruídas. 
 
ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS BIOLÓGICAS 
Caso você autorize o armazenamento do restante das suas amostras, estas ficarão 
estocadas no laboratório na Fiocruz-RJ e serão utilizadas só até três anos após a 
finalização do seu acompanhamento clínico-laboratorial. Além disso, essas amostras 
restantes só serão utilizadas novamente, mediante seu novo consentimento e 
autorização do Comitê de Ética da instituição. Você poderá pedir informações 
associadas ao seu material biológico humano armazenado a qualquer momento. Após 
esse período, elas serão descartadas completamente. A pesquisadora responsável 
pelo biorrepositório sera a Dra. Alda Da-Cruz do LIPMed (tel:21-2562-1034) 
 
RISCOS DA COLETA DE SANGUE E MATERIAIS BIOLÓGICOS: 

A coleta de sangue pode causar desconforto, sangramento ou rouxidão no local da 
picada da agulha. Um pequeno coágulo pode se formar no local da picada da agulha e 
pode haver inchaço na região. Há um pequeno risco de infecção leve no local da 
picada. Também podem ocorrer vertigem e desmaios no momento da picada da 
agulha. Todos os cuidados apropriados serão tomados, como o uso de seringa, agulha 
e gaze descartável assim como álcool para limpeza local, entre outros. 

Esclarecimentos sobre os outros 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. 
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Para o diagnóstico também será realizada uma biópsia da úlcera para quem tem 
suspeita de doença na pele, ou para quem tem suspeita de doença nas vísceras será 
retirado sangue da medula para a realização do diagnóstico. Os indivíduos alérgicos 
ao anestésico NÃO poderão fazer biópsia. As complicações que podem ocorrer são 
dor e sangramento local que regridem geralmente ao final de dois a três dias. A 
biópsia é feita com anestésico local a nível ambulatorial.  

Todas as amostras biológicas colhidas são necessárias para um diagnóstico acurado 
da infecção e deverão ser utilizado somente para fins de diagnóstico e pesquisa.  

 

PARTICIPAR DO ESTUDO TRAZ BENEFÍCIOS? 

É possível que você não obtenha nenhum benefício de sua participação no estudo, 
embora os pesquisadores possam descobrir novos exames de laboratório que 
poderão ajudar a prevenir a evolução da leishmaniose ou novos episódios dessa 
doença, após o tratamento. Os resultados dos exames serão comunicados e 
entregues a você e ao médico responsável pelo seu acompanhamento. 
Os conhecimentos obtidos no estudo poderão ajudar a outras pessoas no futuro que 
tenham a mesma doença.  

E O SIGILO? 

Serão feitos todos os esforços para manter a confidencialidade das suas informações 
pessoais. A publicação de qualquer material do estudo não usará seu nome e não o 
identificará pessoalmente. Serão utilizados códigos com as iniciais das duas doenças 
(HL) e um número correspondente à entrada no protocolo de estudo e a cada nova 
visita ambulatorial (HL01, HL01-2,HL01-3). 

QUAIS SÃO OS CUSTOS ENVOLVIDOS?  

Não há custos para você no que diz respeito aos medicamentos, às visitas, e aos 
procedimentos do estudo. Você só precisará vir ao hospital. 

RECEBEREI ALGUM PAGAMENTO? 

Você não receberá nenhum tipo de pagamento por participar deste estudo.  

O QUE ACONTECE SE EU SOFRER ALGUM DANO? 

Se você sofrer algum dano em decorrência da participação no estudo, você receberá 
imediatamente o tratamento adequado para suas lesões através do Centro de 
Referência em Leishmanioses onde você é acompanhado, sem custos para você. Não 
existe nenhum programa de compensação financeira por estas instituições. Entretanto, 
você não estará renunciando a nenhum de seus direitos legais ao assinar este termo 
de consentimento. 

QUAIS SÃO OS MEUS DIREITOS COMO PARTICIPANTE DE PESQUISA? 

A participação no estudo é totalmente voluntária. Você pode optar por não participar 
do estudo ou pode sair do estudo a qualquer momento. Optar por não participar ou 
deixar o estudo não terá nenhum efeito em outros estudos que queira participar, e não 
resultará em nenhuma penalidade ou perda de benefícios aos quais, de outro modo, 
você tem direito. Você será informado/a de quaisquer dados novos, do estudo em 
questão ou de outros estudos, que possam afetar a sua saúde, o seu bem-estar ou à 
sua vontade de permanecer no estudo. Se quiser receber os resultados do estudo, 
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comunique isso à equipe responsável e mantenha sempre atualizado os seus contatos 
com a equipe da pesquisa. 

O termo de consentimento livre e esclarecido será assinado e datado em duas vias, 
pelo pesquisador e por você. E você receberá uma via do termo de igual teor assinada 
e datada. 
 

O QUE DEVO FAZER SE TIVER DÚVIDAS OU DIFICULDADES? 

Se você tiver alguma dúvida sobre o estudo ou algum dano decorrente do estudo, 
entre em contato com: 

 Dra. Joanna Reis ou Dra. Alda Da-Cruz. 

 Número de telefone: (21)2562-1034 ou 1035/ (21)99989-6527. 

 Dr. Anastacio Queiroz (médico pesquisador do Hospital São José de 
Doenças Infecciosas do Ceará). Tel: (0XX85) 9981-6358 

Se quiser fazer qualquer pergunta sobre os seus direitos/direitos de seu(sua) filho(a) 
como participante de pesquisa, entre em contato com: 

Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC 
Instituto Oswaldo Cruz / Fundação Oswaldo Cruz 
Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansão) 
Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 
Tel.: (21) 3882-9011 
e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br 

 
 

PÁGINA DE ASSINATURAS 
Se você leu este termo de consentimento (ou se ele lhe foi lido e explicado), todas as 
suas perguntas foram respondidas e você concorda em participar do estudo em 

questão, por favor, assine abaixo. 
___________________________________________________________________ 

Nome do participante                                          Assinatura do participante e data 
(letras de forma)        
  

________________________________        _______________________________ 

Nome do responsável legal                           Assinatura do responsável legal e data 

(letras de forma)     
    

________________________________        _______________________________ 

Nome do membro da equipe                  Assinatura do membro da equipe 

responsável pela obtenção                    responsável pela obtenção  

do consentimento                                                do consentimento e data 

 (letra de forma)     
_______________________________        ______________________________ 

Nome da testemunha                Assinatura da testemunha e data  
(letra de forma)     (se necessário) 
(se necessário) 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Voluntários - Pacientes 

 
Instituição Proponente: Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, Laboratório de 
Interdisciplinar de Pesquisas Médicas. Av. Brasil, 4365, Pav. Cardoso Fontes sala 21, 
Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ. Tel 0XX21-2562-1034 ou 1037 
Instituição Responsável: _________________________________________________ 
 
Título do Projeto: “Avaliação prospectiva de parâmetros imunológicos aplicáveis 
ao monitoramento do curso clínico de pacientes co-infectados com 
leishmaniose visceral e HIV-1” Pesquisador Responsável: Alda Maria Da-Cruz, 
médica, Pesquisadora Associada e Joanna Reis Santos de Oliveira, bióloga, 
pesquisadora colaboradora Equipe: Leonardo Soares Pereira, Maria Rita Teixeira, 
Indiara Penido, Carmem Beatriz Wagner Giacoia-Gripp, Glaucia Cota, Maria Luciana 
Silva-Freitas, Gabriela Castro. Aline Fievez, Anastácio Queiroz de Sousa e Jose 
Angelo Lindoso. 
_____________________________________________________________________ 
 
Você está sendo convidado a participar desse estudo porque os pesquisadores 
querem investigar de que maneira você responde ao parasito causador da 
leishmaniose ou como você responde ao vírus que leva à AIDS. O objetivo é 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, você também poderá fazer parte do estudo 
caso seja de sua vontade. Os indivíduos que tiverem a infecção pelo HIV, sem 
leishmaniose também podem ser incluídos no estudo caso queiram. Nos casos de 
indivíduos sadios, você também poderá fazer parte deste estudo. O seu 
acompanhamento clínico estará garantido independente de apresentar as duas, ou 
mesmo uma das doenças, bem como independente de sua decisão de participar ou 
não do estudo. 
 
Os resultados dos exames serão comunicados e entregues a você ou ao médico 
responsável pelo seu acompanhamento. 
Sua colaboração, caso esteja interessado em participar desse estudo, será submeter-
se aos seguintes procedimentos, a serem realizados por profissionais de saúde 
especializados: 

1. Responder a um questionário contendo informações pessoais, da sua residência 
e das doenças que você apresentou ou tem neste momento. 

2. Consulta ambulatorial periódica para realização de exame clínico e exames 
laboratoriais de rotina necessários para o diagnóstico da leishmaniose que serão 
realizados pela equipe médica do hospital (coleta de sangue, biópsia e teste de 
Montenegro). Os exames consistirão em uma coleta de sangue que deverá ser 
repetida a cada visita sua, ou seja, a cada dois meses, ao longo de 12 meses, 
totalizando 8 visitas. Nos casos em que você apresente recaída da doença, 
como febre, aumento do volume abdominal e perda de peso, você deverá 
procurar o hospital para ser examinado e nova coleta de sangue pode ser 
necessária. Não aplicável se você for um indivíduo saudável e sem suspeita de 
leishmaniose. 
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3. Teste de Montenegro. Este consiste na aplicação de 0,1 ml de uma solução 
contendo parasitos mortos pelo mertiolate. A leitura na pele 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 45 ml de sangue (equivalente a três colheres de sopa de sangue) 
através de agulha que fará punção da veia do braço. Esta coleta deverá ser 
repetida periodicamente (a cada dois ou quatro meses).  

5. Coleta de sangue para realizar sorologia anti-HIV com a sua autorização. 
6. Caso haja o diagnóstico de AIDS você será acompanhado e tratado. 

 
AUTORIZAÇÃO PARA ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS 
Caso você autorize que após as análises desse estudo, a parte restante (sobras) das 
suas amostras biológicas (sangue, biópsias) seja guardada na FIOCRUZ, para serem 
utilizados em futuros projetos de pesquisa, após análise e aprovação de um Comitê de 
Ética, autorize e assinale abaixo. Todos os esforços serão feitos para que você seja 
contatada de novo no futuro, caso os pesquisadores tenham novas ideias a serem 
estudadas, e autorize a realização da pesquisa. Para tanto, você deverá manter o seu 
cadastro na instituição sempre atualizado. 
 
(  ) Autorizo o armazenamento das amostras biológicas restantes por até três anos 
após a finalização do meu acompanhamento clínico laboratorial. 
(  ) Não autorizo o armazenado das amostras biológicas restantes após a finalização 
do meu acompanhamento clínico laboratorial, e desejo que as amostras sejam 
destruídas. 
 
ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS BIOLÓGICAS 
Caso você autorize o armazenamento do restante das suas amostras, estas ficarão 
estocadas no laboratório na Fiocruz-RJ e serão utilizadas só até dois anos após a 
finalização do seu acompanhamento clínico-laboratorial. Além disso, essas amostras 
restantes só serão utilizadas novamente, mediante seu novo consentimento e 
autorização do Comitê de Ética da instituição. Você poderá pedir informações 
associadas ao seu material biológico humano armazenado a qualquer momento. Após 
esse período, elas serão descartadas completamente. A pesquisadora responsável 
pelo biorrepositório será a Dra. Alda Da-Cruz do LIPMed (tel:21-2562-1034). 
RISCOS DA COLETA DE SANGUE E MATERIAIS BIOLÓGICOS: 

A coleta de sangue pode causar desconforto, sangramento ou rouxidão no local da 
picada da agulha. Um pequeno coágulo pode se formar no local da picada da agulha e 
pode haver inchaço na região. Há um pequeno risco de infecção leve no local da 
picada. Também podem ocorrer vertigem e desmaios no momento da picada da 
agulha. Todos os cuidados apropriados serão tomados, como o uso de seringa, agulha 
e gaze descartável assim como álcool para limpeza local, entre outros. 

Esclarecimentos sobre os outros 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 
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raras. Não aplicável se você for um indivíduo saudável e sem suspeita de 
leishmaniose. 

Para o diagnóstico também será realizada uma biópsia da úlcera para quem tem 
suspeita de doença na pele, ou para quem tem suspeita de doença nas vísceras será 
retirado sangue da medula para a realização do diagnóstico. Os indivíduos alérgicos 
ao anestésico NÃO poderão fazer biópsia. As complicações que podem ocorrer são 
dor e sangramento local que regridem geralmente ao final de dois a três dias. A 
biópsia é feita com anestésico local a nível ambulatorial. Não aplicável se você for um 
indivíduo saudável e sem suspeita de leishmaniose. 

Todas as amostras biológicas colhidas são necessárias para um diagnóstico acurado 
da infecção e deverão ser utilizado somente para fins de diagnóstico e pesquisa.  

PARTICIPAR DO ESTUDO TRAZ BENEFÍCIOS? 

É possível que você não obtenha nenhum benefício de sua participação no estudo, 
embora os pesquisadores possam descobrir novos exames de laboratório que 
poderão ajudar a prevenir a evolução da leishmaniose ou novos episódios dessa 
doença, após o tratamento. Os resultados dos exames serão comunicados e 
entregues a você e ao médico responsável pelo seu acompanhamento. 
Os conhecimentos obtidos no estudo poderão ajudar a outras pessoas no futuro que 
tenham a mesma doença.  

E O SIGILO? 

Serão feitos todos os esforços para manter a confidencialidade das suas informações 
pessoais. A publicação de qualquer material do estudo não usará seu nome e não o 
identificará pessoalmente. Serão utilizados códigos com as iniciais de umas das duas 
doenças (H ou L) e um número correspondente à entrada no protocolo de estudo 
(H01, H02, H03, LV01, LV02). 

QUAIS SÃO OS CUSTOS ENVOLVIDOS?  

Não há custos para você no que diz respeito aos medicamentos, às visitas, e aos 
procedimentos do estudo. Você só precisará vir ao hospital. 

RECEBEREI ALGUM PAGAMENTO? 

Você não receberá nenhum tipo de pagamento por participar deste estudo.  

O QUE ACONTECE SE EU SOFRER ALGUM DANO? 

Se você sofrer algum dano em decorrência da participação no estudo, você receberá 
imediatamente o tratamento adequado para suas lesões através do Centro de 
Referência em Leishmanioses onde você é acompanhado, sem custos para você. Não 
existe nenhum programa de compensação financeira por estas instituições. Entretanto, 
você não estará renunciando a nenhum de seus direitos legais ao assinar este termo 
de consentimento. 

QUAIS SÃO OS MEUS DIREITOS COMO PARTICIPANTE DE PESQUISA? 

A participação no estudo é totalmente voluntária. Você pode optar por não participar 
do estudo ou pode sair do estudo a qualquer momento. Optar por não participar ou 
deixar o estudo não terá nenhum efeito em outros estudos que queira participar, e não 
resultará em nenhuma penalidade ou perda de benefícios aos quais, de outro modo, 
você tem direito. Você será informado/a de quaisquer dados novos, do estudo em 
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questão ou de outros estudos, que possam afetar a sua saúde, o seu bem-estar ou à 
sua vontade de permanecer no estudo. Se quiser receber os resultados do estudo, 
comunique isso à equipe responsável e mantenha sempre atualizado os seus contatos 
com a equipe da pesquisa. 
O termo de consentimento livre e esclarecido será assinado e datado em duas vias, 
pelo pesquisador e por você e você receberá uma via do termo de igual teor assinada 
e datada. 
 
O QUE DEVO FAZER SE TIVER DÚVIDAS OU DIFICULDADES? 

Se você tiver alguma dúvida sobre o estudo ou algum dano decorrente do estudo, 
entre em contato com: 

 Dra. Joanna Reis ou Dra. Alda Da-Cruz. 

 Número de telefone: (21)2562-1034 ou 1035/ (21)99989-6527. 

 Dr. Anastacio Queiroz (médico pesquisador do Hospital São José de 
Doenças Infecciosas do Ceará). Tel: (0XX85) 9981-6358 

 
Se quiser fazer qualquer pergunta sobre os seus direitos/direitos de seu(sua) filho(a) 
como participante de pesquisa, entre em contato com: 
 
Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC 
Instituto Oswaldo Cruz / Fundação Oswaldo Cruz 
Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansão) 
Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 
Tel.: (21) 3882-9011 
e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br 
 

PÁGINA DE ASSINATURAS 
Se você leu este termo de consentimento (ou se ele lhe foi lido e explicado), todas as 
suas perguntas foram respondidas e você concorda em participar do estudo em 

questão, por favor, assine abaixo. 
 

___________________________________________________________________ 

Nome do participante                                          Assinatura do participante e data 
(em letras de forma)         
 

________________________________        _______________________________ 

Nome do responsável legal                           Assinatura do responsável legal e data 

(em letras de forma)        
 

________________________________        _______________________________ 

Nome do membro da equipe                  Assinatura do membro da equipe 

responsável pela obtenção                    responsável pela obtenção  

do consentimento                                                do consentimento e data 

 (em letra de forma)     
  

________________________________        ______________________________ 

Nome da testemunha                Assinatura da testemunha e data  
(em letra de forma) (se necessário)   (se necessário) 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Voluntários - Sadios 

 
Instituição Proponente: Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, Laboratório de 
Interdisciplinar de Pesquisas Médicas. Av. Brasil, 4365, Pav. Cardoso Fontes sala 21, 
Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ. Tel 0XX21-2562-1034 
Instituição Responsável: _________________________________________________ 
 
Título do Projeto: “Avaliação prospectiva de parâmetros imunológicos aplicáveis 
ao monitoramento do curso clínico de pacientes co-infectados com 
leishmaniose visceral e HIV-1” Pesquisador Responsável: Alda Maria Da-Cruz, 
médica, Pesquisadora Associada e Joanna Reis Santos de Oliveira, bióloga, 
pesquisadora colaboradora Equipe: Leonardo Soares Pereira, Maria Rita Teixeira, 
Indiara Penido, Carmem Beatriz Wagner Giacoia-Gripp, Glaucia Cota, Maria Luciana 
Silva-Freitas, Gabriela Castro. Aline Fievez, Anastácio Queiroz de Sousa e Jose 
Angelo Lindoso. 
_____________________________________________________________________
_____________________________________________________________________ 
 
Você está sendo convidado a participar desse estudo porque os pesquisadores 
querem investigar de que maneira os pacientes respondem ao parasito causador da 
leishmaniose ou como eles respondem ao vírus que leva à AIDS. O objetivo é 
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. No entanto, este 
estudo necessita que todos os resultados sejam comparados ao que acontece 
normalmente em indivíduos sadios. Você está sendo convidado para fazer parte deste 
estudo por esse motivo. 
 

Os resultados dos exames serão comunicados e entregues a você ou ao 
médico responsável pelo seu acompanhamento. 
Sua colaboração, caso esteja interessado em participar desse estudo, será submeter-
se aos seguintes procedimentos, a serem realizados por profissionais de saúde 
especializados: 

1. Responder a um questionário contendo informações pessoais, da sua 
residência e das doenças que você apresentou ou tem neste momento. 

2. Coleta de 45 ml de sangue (equivalente a três colheres de sopa de sangue) 
através de agulha que fará punção da veia do braço.  
 

AUTORIZAÇÃO PARA ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS 
Caso você autorize que após as análises desse estudo, a parte restante (sobras) das 
suas amostras biológicas (sangue) seja guardada na FIOCRUZ, para serem utilizados 
em futuros projetos de pesquisa atrelados a este presente estudo, após análise e 
aprovação de um Comitê de Ética, autorize e assinale abaixo. Todos os esforços 
serão feitos para que você seja contatada de novo no futuro, caso os pesquisadores 
tenham novas ideias a serem estudadas, e autorize a realização da pesquisa. Para 
tanto, você deverá manter o seu cadastro na instituição sempre atualizado. 
 
(  ) Autorizo o armazenamento das amostras biológicas restantes por até três anos 
após a finalização do meu acompanhamento clínico laboratorial. 
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(  ) Não autorizo o armazenado das amostras biológicas restantes após a finalização 
do meu acompanhamento clínico laboratorial, e desejo que as amostras sejam 
destruídas. 
ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS BIOLÓGICAS 
Caso você autorize o armazenamento do restante das suas amostras, estas ficarão 
estocadas no laboratório na Fiocruz-RJ e serão utilizadas só até dois anos após a 
finalização do acompanhamento clínico-laboratorial dos pacientes. Além disso, essas 
amostras restantes só serão utilizadas novamente, mediante seu novo consentimento 
e autorização do Comitê de Ética da instituição. Você poderá pedir informações 
associadas ao seu material biológico humano armazenado a qualquer momento. Após 
esse período, elas serão descartadas completamente. A pesquisadora responsável 
pelo biorrepositório será a Dra. Alda Da-Cruz do LIPMed (tel:21-2562-1034). 
 
RISCOS DA COLETA DE SANGUE E MATERIAIS BIOLÓGICOS: 

A coleta de sangue pode causar desconforto, sangramento ou rouxidão no local da 
picada da agulha. Um pequeno coágulo pode se formar no local da picada da agulha e 
pode haver inchaço na região. Há um pequeno risco de infecção leve no local da 
picada. Também podem ocorrer vertigem e desmaios no momento da picada da 
agulha. Todos os cuidados apropriados serão tomados, como o uso de seringa, agulha 
e gaze descartável assim como álcool para limpeza local, entre outros. 

Todas as amostras biológicas colhidas serão utilizadas somente para fins de 
diagnóstico e pesquisa.  

PARTICIPAR DO ESTUDO TRAZ BENEFÍCIOS? 

É possível que você não obtenha nenhum benefício de sua participação no 
estudo, embora os pesquisadores possam descobrir novos exames de 
laboratório que poderão ajudar a prevenir a evolução da leishmaniose ou novos 
episódios dessa doença, após o tratamento. Os resultados dos exames serão 
comunicados e entregues a você e ao médico responsável pelo seu 
acompanhamento. 

Os conhecimentos obtidos no estudo poderão ajudar a outras pessoas no futuro que 
tenham a mesma doença.  

E O SIGILO? 

Serão feitos todos os esforços para manter a confidencialidade das suas informações 
pessoais. A publicação de qualquer material do estudo não usará seu nome e não o 
identificará pessoalmente. As amostras dos indivíduos sadios receberão um código de 
controle negativo e um número correspondente à ordem de entrada no estudo 
(Exemplo: CN01, CN02). 

QUAIS SÃO OS CUSTOS ENVOLVIDOS?  

Não há custos para você no que diz respeito aos procedimentos do estudo.  

RECEBEREI ALGUM PAGAMENTO? 

Você não receberá nenhum tipo de pagamento por participar deste estudo.  

O QUE ACONTECE SE EU SOFRER ALGUM DANO? 
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Se você sofrer algum dano em decorrência da participação no estudo, você receberá 

imediatamente o tratamento adequado para suas lesões através do Centro de 

Referência em Leishmanioses onde você é acompanhado, sem custos para você. 

Desse modo, qualquer dano que você sofra em decorrência dos procedimentos 

citados no item: RISCOS DA COLETA DE SANGUE E MATERIAIS BIOLÓGICOS, 

normalmente aplicados na rotina e no seu acompanhamento clínico será assegurado 

pela instituição. Tal informação foi incluída no TCLE. Não existe nenhum programa de 

compensação financeira por estas instituições. Entretanto, você não estará 

renunciando a nenhum de seus direitos legais ao assinar este termo de 

consentimento.  

 

QUAIS SÃO OS MEUS DIREITOS COMO PARTICIPANTE DE PESQUISA? 

A participação no estudo é totalmente voluntária. Você pode optar por não participar 
do estudo ou pode sair do estudo a qualquer momento. Optar por não participar ou 
deixar o estudo não terá nenhum efeito em outros estudos que queira participar, e não 
resultará em nenhuma penalidade ou perda de benefícios aos quais, de outro modo, 
você tem direito. Você será informado/a de quaisquer dados novos, do estudo em 
questão ou de outros estudos, que possam afetar a sua saúde, o seu bem-estar ou à 
sua vontade de permanecer no estudo. Se quiser receber os resultados do estudo, 
comunique isso à equipe responsável e mantenha sempre atualizado os seus contatos 
com a equipe da pesquisa. 

O termo de consentimento livre e esclarecido será assinado e datado em duas 
vias, pelo pesquisador e por você e você receberá uma via do termo de igual 
teor assinada e datada. 

 

O QUE DEVO FAZER SE TIVER DÚVIDAS OU DIFICULDADES? 

Se você tiver alguma dúvida sobre o estudo ou algum dano decorrente do estudo, 
entre em contato com: 

 Dra. Joanna Reis ou Dra. Alda Da-Cruz. 

 Número de telefone: (21)2562-1034 ou 1035/ (21)99989-6527. 

 Dr. Anastacio Queiroz (médico pesquisador do Hospital São José de 
Doenças Infecciosas do Ceará). Tel: (0XX85) 9981-6358 
 

Se quiser fazer qualquer pergunta sobre os seus direitos/direitos de seu(sua) filho(a) 
como participante de pesquisa, entre em contato com: 

Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC 
Instituto Oswaldo Cruz / Fundação Oswaldo Cruz 
Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansão) 
Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 
Tel.: (21) 3882-9011 
e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br 
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PÁGINA DE ASSINATURAS 
Se você leu este termo de consentimento (ou se ele lhe foi lido e explicado), todas as 
suas perguntas foram respondidas e você concorda em participar do estudo em 

questão, por favor, assine abaixo. 
 

___________________________________________________________________ 

Nome do participante                                          Assinatura do participante e data 
(em letras de forma)        
  
 

________________________________        _______________________________ 

Nome do responsável legal                           Assinatura do responsável legal e data 

(em letras de forma)     
    
 

________________________________        _______________________________ 

Nome do membro da equipe                  Assinatura do membro da equipe 

responsável pela obtenção                    responsável pela obtenção  

do consentimento                                                do consentimento e data 

 (em letra de forma)    
  
  

________________________________        ______________________________ 

Nome da testemunha                Assinatura da testemunha e data  
(em letra de forma)     (se necessário) 
(se necessário)     
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9.2 ANEXOS B  

9.2.1 Aprovações no Comitê de Ética em Pesquisas com seres humanos 

(IOC, IPEC/INI, CPqRR e HEM/FHEMIG) – Casuística do Capítulo 1 
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9.2.2 Aprovações no Comitê de Ética em Pesquisas com seres humanos 

(FIOCRUZ/IOC, HEM/FHEMIG e CPqRR) – Casuística do Capítulo 2 
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9.3 ANEXO C (Artigo publicado) 
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9.4 ANEXO D (Artigo publicado) 
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9.5 ANEXO E (manuscrito aceito) 

 

Article 

Giardiasis Alters Intestinal Fatty Acid Binding 
Protein (I-FABP) and Plasma Cytokines Levels in 
Children in Brazil  
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Abstract: Giardiasis is an intestinal infection caused by ingestion of water or food 

contaminated with cysts of Giardia lamblia. Susceptibility is higher in children and overall 

prevalence can reach up to 90% in low-income areas, although outbreaks are also reported in 

developed countries. Both parasite and immune-mediated epithelial damage has been 

observed in vitro and in animal models. However, whether enterocytes are directly damaged 

during infection is not entirely known. Our goal was to identify whether plasma levels of 

intestinal fatty acid binding protein (I-FABP), a marker of enterocyte damage, are related to 

the immune response in giardiasis. Blood plasma was collected from 31 children (19 Giardia-

positive) from a public day care in Rio de Janeiro, Brazil. The levels of I-FABP were increased 

in Giardia-infected children compared to children without detectable infection. There was no 

difference in I-FABP levels in giardiasis caused by different genetic assemblages of Giardia. 

Levels of IL-8 were decreased, while there was a trend to elevated IL-17 in the Giardia-positive 

children. A positive correlation was observed between I-FABP and IL-17 levels as well as TNF, 

suggesting that epithelial damage can be related to cytokine production during giardiasis. 
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These results help elucidate the relationship between the disruption of the intestinal mucosal 

barrier and immune responses to G. lamblia in children. 

Keywords: Giardia lamblia; giardiasis; children; I-FABP; cytokines; IL-17; Giardia assemblages 

 

 

1. Introduction 

Giardiasis is a worldwide intestinal infectious disease caused by transmission of water or 

food contaminated with cysts of Giardia lamblia, and exhibits both anthroponotic and zoonotic 

transmission. The real incidence of giardiasis is likely underestimated, since asymptomatic and 

even symptomatic patients frequently do not seek care. In addition, the low sensitivity of 

microscopic detection methods, commonly utilized in middle and low-income areas, further 

contributes to underreporting. Global initiatives examining the etiology of diarrhea identified 

Giardia as the second most common pathogen detected among children 12–24 months old [1] 

and one of the top four contributors to stunting, globally [2]. In Brazil, we showed that the 

prevalence of Giardia can reach 78% [3]. 

Eight assemblages of G. lamblia (A to H) have been described based on genetic differences. 

Assemblages A and B are the most commonly found in humans, although both also infect a 

variety of animals. Our group has previously identified assemblage E in humans [4], but there is 

no conclusive evidence of a correlation between clinical outcome or parasite burden and 

assemblage.  

Giardia trophozoites colonize the luminal surface of the small intestine and attach to 

intestinal epithelial cells (IEC). Disease is thought to occur due to damage to the epithelial 

barrier, mediated by both the parasite and the immune response. The disruption of tight 

junctions, shortening of microvilli, epithelial permeability and altered intestinal motility have 

all been observed [5]. Several studies have analyzed cytokines in murine giardiasis, and a 

consensus has formed on the importance of IL-17 for protective immunity [6]. In adult human 

patients who recovered from giardiasis, IL-17 was upregulated when effector memory CD4+ T 

cells were restimulated in vitro with Giardia antigens [7]. However, roles for other cytokines in 

pathogenesis of giardiasis are much less clear, and few studies have addressed this issue in 

humans [8,9].  

Giardia-secreted metabolites [10] along with cytokines and cytotoxic T cell responses are 

related to epithelial damage and the apoptosis of enterocytes [11]. However, whether 

enterocytes are directly damaged is not known. Intestinal fatty acid binding protein (I-FABP) is 

an intracellular protein that acts on the metabolism of long chain fatty acids and is abundantly 

expressed in the cytosol of epithelial cells in the small intestinal mucosa. Increased plasma 

levels of I-FABP have been associated with intestine-specific injury in several diseases [12]; 

however, studies of I-FABP in giardiasis are lacking.  

Our goal was to identify whether enterocyte damage is connected to alterations in immune 

responses in children living in a low-income setting. Here, we show that plasma I-FABP levels 

are increased in Giardia-infected children and that there is a correlation between I-FABP levels 

and systemic cytokine levels. However, we did not observe any relationship with a specific 

Giardia genetic assemblage. 
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2. Results 

2.1. Clinical and Hematological Profiles of Giardia lamblia-Infected Children 

In an observational study performed in a government-run day care in Rio de Janeiro city, 

we identified 19 children infected with G. lamblia and 12 without laboratory evidence of 

intestinal parasites. The assemblages of G. lamblia identified were A (n=11), B (n=6) and E (n=2).  

Alteration in normal stool consistency was a frequent occurrence among day care children. 

Thus, no association between diarrhea and infection by G. lamblia could be established. The 

children’s anthropometric statuses, evaluated according to the WHO Z scores (length for age, 

weight for age and weight for length), showed that 28 out of 33 children were eutrophic, but 

only two of them were underweight.  

The mean levels of hemoglobin in Giardia-positive preschoolers (11.50 g/dL (11.10–12.20 

g/dL)) were similar to Giardia-negative (11.90 g/dL (11.28–12.53 g/dL)). Only one Giardia-

negative child presented with moderate anemia. Similar results were observed for the other 

hematological parameters related to anemia. To investigate a possible influence of G. lamblia on 

immune cells we assessed leukocyte profiles. No differences were observed for lymphocyte, 

neutrophil or monocyte counts when Giardia–positive and Giardia–negative groups were 

compared. Seven out of 19 Giardia-positive children presented mildly increased eosinophil 

counts, and four out of 12 Giardia-negative children showed mild or moderate increases (p=0.80) 

(Table 1).  

Table 1. Demographic data and hematological exams of the Giardia-positive and Giardia-

negative children. 

Parameters Analysed 
Preschoolers 

Giardia Positive  Giardia Negative 

Age (Months)Median IQ interval 27.9 [25.5–31.7]  36.2 [29.6–41.2] 

Gender Male 9  2 

 Female 10  10 

Hemoglobin Normal 15  10 

 Mild (10–10.9 g/dL)  4  1 

 Moderate (7–9.9 g/dL) 0  1 

 Severe (<7 g/dL) 0  0 

Eosinophils Normal (<500 cells/mm3) 11  8 

 Mild (501–1500 cells/mm3) 7  2 

 Moderate (1501–5000 cells/mm3)  1  2 

 Severe (>5000 cells/mm3) 0  0 

Neutrophils Normal (1600–7150 cells/mm3) 18  12 

 Increased (>7151 cells/mm3) 1  0 

Monocytes Normal (80-1100 cells/mm3) 15  10 

 Increased (>1101 cells/mm3) 4  2 

Lymphocytes Normal (880–4950 cells/mm3) 14  8 

 Increased (>4951 cells/mm3) 5  4 

2.2. Plasma Cytokine Profiles of Giardia Lamblia-Infected Preschoolers Differ from Those Not Infected 

by Giardia. 



 

 
 

241 
 

 

Plasma levels of 15 cytokines or chemokines were quantified (Supplementary Table S1). 

Compared to Giardia-negative (n=8), the Giardia-positive group (n=17) showed significantly 

lower levels of IL-8 (p=0.003). The Giardia-positive group also showed a trend to higher levels of 

IL-17 (p=0.09) and IL-10 (p=0.08) and the IL-17 levels were significantly different (p=0.047) when 

evaluated using a Student’st-test. No difference in IFN- levels was observed between the two 

groups, but the IFN-/IL-10 ratios were also significantly lower (p<0.05) in the Giardia-positive 

group in comparison to Giardia-negative (Figure 1).  
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Figure 1. The cytokine profiles of Giardia lamblia-infected children from a Brazilian area. Plasma 

levels of (A) IL-17, (B) IL-8, (C) IL-5, (D) IFN-, (E) TNF, (F) IL-10 and (G) IL-1β in children with 

giardiasis were determined using Luminex beads. The IFN-/IL-10 ratio (H) is also shown. Each 
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point corresponds to one subject. Results are expressed as median fluorescence intensity (MFI). 

Medians (horizontal bars), quartiles (range 25–75%) and results of Mann–Whitney statistical 

tests are shown. 

 

2.3. Intestinal Fatty AcidBinding Protein (I-FABP) Levels are Increased in Giardia lamblia -Infected 

Children 

Considering that enterocyte damage has been implicated in increased intestinal 

permeability and microbial translocation into the circulation [13] we evaluated whether 

G.lamblia infection could increase I-FABP levels, a known biomarker for damaged intestinal 

epithelial cells. Giardia-positive preschoolers presented significantly higher I-FABP levels (1274 

pg/mL (622–2004 pg/mL); n =17) than Giardia-negative children (741pg/mL (422–960 pg/mL; n 

=12) (p=0.05) (Figure 2). 

As both low and high I-FABP levels were observed among Giardia-positive subjects, we 

decided to evaluate a possible relationship between enterocyte damage and the G. lamblia 

assemblages. There was no difference in I-FABP levels comparing children infected by 

assemblage A (1591 pg/mL (615–1882 pg/mL); n = 11) or assemblage B and E (1032 pg/mL (637–

2431 pg/mL); n =6) (Figure 2). We next asked whether the epithelial damage could be related to 

levels of systemic cytokines. A positive correlation was observed between I-FABP and IL-17 

levels (r=0.453; p <0.03) as well as TNF (r=0.491; p <0.02) (Figure 2). Four Giardia-infected 

children showed I-FABP levels higher than 2000 pg/mL, although no clinical features could be 

associated with these high levels of I-FABP. 
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Figure 2. Intestinal fatty acid binding protein (I-FABP) levels and the correlation with systemic 

cytokine profiles and assemblages in Giardia-infected children in a Brazilian area. (A) I-FABP 

levels are increased in G. lamblia-infected pre-schools children.(B) Different assemblages (A, B 

or E) of G. lamblia are not associated to I-FABP levels. Correlation between I-FABP and IL-17 (C) 

or TNF (D) levels. Levels of I-FABP were elevated in Giardia-positive subjects (●) in comparison 

to Giardia-negative (○). Each point represents one subject. The horizontal bars indicate the 

median values and verticals bars indicate interquartile ranges (25–75%). 

Considering the high variation observed among all the parameters analyzed, we 

investigated which factors were influencing the elevated I-FABP levels by using a multivariate 

linear regression analysis. The model showed a trend that Giardia infection influenced I-FABP 

levels (p= 0.071) (Table 2), supporting an association between enterocyte damage and giardiasis. 

This correlation was independent of the levels of cytokines. 

Table 2. Multivariate linear regression analysis to evaluate the association between the levels of 

intestinal fast acid bound protein (I-FABP) and independent variables (cytokines) in Giardia-

positive preschoolers. 

Independent Variables 
Dependent Variable I-FABP Levels (pg/mL) 

Coef1 SE2 P 

Giardia infection (positive or negative) 0.396 321.88 0.071 

IL-17* 0.227 18.86 0.349 

TNF* 0.437 9.80 0.135 

IL-8* −0.045 0.55 0.833 

IL-10* −0.341 14.29 0.215 
1Coef—Correlation coeficient; 2 SE—standard error; * MFI—median fluorescence intensity; IL—

interleukin, TNF—tumor necrosis factor, I-FABP—intestinal fast acid bound protein. 

3. Discussion 

The major findings of this study are that children infected with Giardia exhibited elevated 

plasma levels of IL-17 and reduced levels of IL-8 compared with children not infected with 

intestinal parasites. Infected children also had lower IFN-/IL-10 ratios and elevated levels of I-

FABP that correlated with both IL-17 and TNF. The increase in I-FABP levels, however, was not 

related to the specific assemblage of Giardia with which they were infected. 

Elevated in vitro IL-17 responses have been reported in a cohort of adult travelers 

returning to Denmark with giardiasis [7] and IL-17 has been shown to be essential for proper 

control of G. muris and G. lamblia infections in mice [6]. This is the first report of which we are 

aware showing IL-17 production in children with giardiasis. 

Interleukin-8 is a chemokine that recruits neutrophils to sites of infection and 

inflammation. Recent work has indicated that proteases secreted by Giardia are able to degrade 

IL-8 in vitro [14]. Moreover, granulocyte responses after intracolonic administration of C. difficile 

toxin were attenuated in mice infected with G. lamblia strain NF [15]. This is the first report, to 

our knowledge, of reduced systemic levels of IL-8 in giardiasis. It would be interesting to 

determine if mucosal cytokine levels are also diminished. 

Interferon-γ is a cytokine often associated with immunopathology of giardiasis. In a study 

of patients in Iran, symptomatic patients had higher levels of IFN-γ than uninfected controls, 

while patients with asymptomatic infections did not [8]. We were unable to classify the Giardia-

infected children in this study as being symptomatic or asymptomatic. Nevertheless, we found 
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a reduced ratio of IFN-/IL-10 in the infected children. This is consistent with the lack of 

inflammation often reported in giardiasis. 

While giardiasis has previously been shown to impact epithelial permeability [5], 

specifically, lactulose:mannitol test ratios, other markers of intestinal damage, have not been 

widely addressed in this infection. Our results are the first to indicate that children with Giardia 

infections have elevated levels of I-FABP, a marker for epithelial cell damage. Moreover, 

although I-FABP levels were independent of the genetic assemblage of Giardia present, they did 

correlate with plasma levels of both IL-17 and TNF. This correlation could indicate that immune 

responses themselves contribute to the epithelial damage observed or could reflect that 

epithelial damage facilitates the induction of the Th17 developmental program resulting in both 

IL-17 and TNF production. Unfortunately, our data were unable to determine a causal 

relationship between these cytokines and I-FABP levels. 

Our study suffers from several limitations. First, limited access to additional biological 

samples prevents drawing extensive conclusions about the patterns observed and a larger 

cohort should be used to confirm these observations. We did not perform systematic 

surveillance on diarrhea status, although alteration in stool consistency was frequently noted 

among the children studied. While we were able to exclude concurrent parasitic infections and 

only Giardia-infected children were enrolled, we did not evaluate whether bacterial or viral 

infections were present that could also contribute to systemic levels of cytokines and/or I-FABP. 

Finally, because of the cross-sectional study design we were unable to determine whether the 

children enrolled in the study had been previously infected with Giardia, since a secondary 

immune response could lead to much greater cytokine production. 

In summary, our data provides novel information on levels of cytokines and I-FABP in 

children with giardiasis and suggests a link between mucosal damage and the immune 

response. Further studies to identify the mechanisms underlying this correlation are needed. 

4. Material and Methods 

4.1. Study Design and Participants and Ethical Aspects 

The cross-sectional study was conducted in a community (urban slum) of Rio de Janeiro, 

Brazil in 2015, from February to December. The area has a limited drinking water supply, no 

sewage network coverage and few streets are paved. Stray animals, such as dogs, cats, rodents, 

pigs, horses and cattle are commonly found moving throughout the location. The majority of 

inhabitants are from the low socioeconomic strata.  

For the selection of preschoolers infected by G. lamblia (Giardia-positive) or not (Giardia-

negative), stool samples were obtained from 105 children (ages varying from 10 months to four 

years) and used in parasitological and PCR assays for the detection of Giardia DNA). A 

collection device accompanied by instructions was provided for the guardians of children and 

nursery volunteers. One stool sample from each participant was examined for intestinal 

protozoa and helminths by three methods: Ritchie, Kato–Katz and spontaneous sedimentation. 

Children infected or co-infected by other pathogenic intestinal protozoa or helminths were 

excluded. Thirty-one children (19 Giardia- positive and 12 Giardia-negative) were selected for the 

study. The subjects were evaluated for anthropometric parameters. Standard deviation scores 

(Z-scores) of weight-for-height (WHZ), lenght-for-age (LAZ) and weight-for-age (WAZ) were 

calculated according to the World Health Organization´s 1978 growth chart. Blood was 

submitted to hematological exams. Plasma samples were separated, and aliquots were stored at 

−70°C for immunological analysis. 
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All procedures were approved by the ethics committee for human research (Instituto 

Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, Brazil, CAAE: 19705613.9.0000.5248). Biological samples were 

collected after informed consent was obtained from the guardians of the children. 

4.2. Molecular Detection and Characterization of Giardia lamblia 

The stool DNA extraction was conducted using the QIAmp DNA Stool Mini Kit (Qiagen 

GmbH., Germany), with modifications [3]. Conserved gene fragments from glutamate 

dehydrogenase (gdh) and beta-giardin (βgia) were amplified by polymerase chain reaction 

(PCR) using the primers previously reported [3]. The amplicons obtained for each pair of 

primers were purified using the NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel 

GmbH and Co. KG, Germany). The purified products were sequenced using the ABI Prism™ 

BigDye Terminator Cycle Sequencing kit. Electropherograms were analyzed using Chromas 2.4 

(Technelysium Pty Ltd., South Brisbane, Australia). Characterization of the sequences was 

performed using the Basic Local Alignment Search Tool for nucleotides (BLASTn), and the 

contigs were obtained by the CAP3 Sequence Assembly Program. Nucleotide sequences of gdh 

and βgia were aligned by the CLUSTAL W algorithm from Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis (MEGA) output 7.0. The phylogenetic analysis was performed on the MEGA and the 

range estimation equations used were JIN and NEI (Kimura 2-parameter model). Phylogenetic 

trees were constructed using the neighbor-joining algorithm, with bootstrap analysis (1000 

replicates). The sequences from the new isolates were aligned using reference sequences of 

G. lamblia from GenBank. The sequences obtained were deposited in GenBank: genotype A (gdh: 

MN541586, MN541659, MN541674, MN5416956, MN541648, MN541661, MN541666, MN541658, 

MN541657 and MN541804; βgia: MN541703, MN541775, MN541806, MN541790, MN541772, 

MN541764, MN541777, MN541782, MN541774, MN541773 and MN541804); genotype B (gdh: 

MN541687, MN541686, MN541643, MN541684, MN541678 and MN541668; βgia: MN541803, 

MN541802, MN541759, MN541800, MN541794 and MN541784), genotype E (gdh: MN541650 

and MN541637; βgia: MN541766 and MN541754) 

4.3. Quantification of Intestinal Fatty Acid Binding Protein (I-FABP) and Cytokines in Plasma 

I-FABP levels were determined by ELISA (Duo Set; R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA). The results were expressed as pg/mL, and the minimum detection limit was 31.2 pg/mL. 

For cytokine measurement, a multiplex biometric immunoassay containing fluorescently 

dyed microbeads was used (BioRad Laboratories, Hercules, CA , USA). The following cytokines 

were quantified: IFN-, TNF, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, 

MCP-1 and MIP-1β. Cytokine levels were calculated by Luminex Technology (Bio-Plex 

Workstation; Bio-Rad Laboratories,Hercules, CA , USA). The analysis of data was performed 

using software provided by the manufacturer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA , USA). A 

range of 0.51–8000 pg/mL of recombinant cytokines was used to establish standard curves and 

the sensitivity of the assay. The results were expressed as the median fluorescent intensity (MFI) 

[16].  

4.4. Statistical Analyses 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software (version 7.0, San 

Diego, CA, USA). Mann–Whitney tests were performed for comparisons between two groups. 

A Student’s t-test was additionally used when Mann–Whitney tests indicated a trend and the 

data were normally distributed. The Spearman test was used for correlation analysis and 
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Pearson's test was used for correlation matrix analysis. Continuous variables were expressed as 

medians and interquartile ranges (IQRs). Differences were considered statistically significant 

when ap-value was equal or below 0.05. Multivariate linear regression analyses (software IBM 

SPSS, version 22.0, IBM, USA) were used to determine the influence of intervening variables on 

the levels of I-FABP. Giardia infection (positive or negative) and MFI levels of cytokines were 

considered as independent variables.  
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