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PREFACIO
Esta tese esta organizada da seguinte forma:

Capitulo 1: Introdugdo, Racional e Objetivos.
Capitulo 2: Artigos e apéndice de resultados

Neste capitulo estdo anexados os quatro artigos que compdem a tese, substituindo os
topicos de Metodologia e Resultados. Dentre os quatro artigos apresentados, trés
encontram-se publicados e o dltimo submetido. Além disso, também s&o mostrados

resultados adicionais, ainda ndo organizados sob a forma de manuscritos.
Capitulo 3: Discussao, conclusdes e perspectivas.

Capitulo 4: Referéncias bibliogréaficas

Anexos

Anexo 1: Producdo cientifica como colaborador do artigo cientifico em que foram
avaliadas as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas de pacientes coinfectados com

leishmaniose visceral e HIV-1 (LV-HIV-1/AIDS) da regido centro-oeste do Brasil.

Anexo 2: Producdo cientifica como colaborador do artigo cientifico em que foi avaliado o
perfil imunolodgico de pacientes coinfectados HIV-1/Mycobacterium leprae, especialmente
no que se refere ao status de ativacdo e diferenciacdo celular. Neste artigo foram
identificados seis pacientes em sindrome inflamatdria da reconstituicdo imune (IRIS/RR),
0s quais mostraram niveis elevados de ativacdo celular num momento anterior a este
episadio.

Anexo 3: Producdo cientifica a qual contém uma revisdo sobre o fendbmeno da translocagédo
microbiana na leishmaniose visceral em pacientes concomitantemente infectados ou nao
pelo HIV-1.

Anexo 4: Producdo cientifica como colaborador do artigo cientifico em que foi avaliado o
grau de anemia, densidade parasitaria e comprometimento dos sistema imune em pacientes

coinfectados Plasmodium falciparum/HIV-1.

Anexo 5: Termo de consentimento livre e esclarecido dos pacientes e dos voluntarios

sadios.

Anexo 6: Documento de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos.
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RESUMO

A coinfeccdo Leishmania/HIV vem sendo considerada uma associacdo em varias regides
do mundo e a evolucdo da doenca é agravada pelo comprometimento imune causado por
ambos os patdgenos. A ativacdo cronica € um dos principais substratos imunopatogénicos
decorrentes da infec¢do pelo HIV-1 e também pela Leishmania infatum. Neste contexto,
este estudo teve por objetivo avaliar a influéncia da infeccdo por Leishmania no grau de
comprometimento quantitativo e qualitativo dos linfocitos T e na ativacdo do sistema
imune de pacientes coinfectados. Além disso, foram avaliados fatores microbianos
associados a ativacdo celular na leishmaniose visceral (LV) e na coinfeccdo LV/HIV-1,
bem como, o impacto da reconstituicdo imune pds-terapia antiretroviral (TARV) e do
tratamento anti-Leishmania na recuperacdo da resposta imune celular na LV. Para isso,
foram avaliados LV/HIV-1, sendo vinte e um casos com LV ativa e quatorze em fase de
remissao pos-tratamento anti-leishmania. Sete casos fazem parte de um estudo longitudinal
e ainda se encontram em acompanhamento até o0 momento. Individuos com LV (fase ativa
e de remissdo), casos de HIV-1 e individuos sadios também foram estudados como
controles. O comprometimento imune foi avaliado atraveés das contagens absolutas de
linfocitos T CD4", expressdo de moléculas associadas a ativacdo celular (CD38) e a
senescéncia/diferenciacdo replicativa (CD57 e CD27), bem como, pela caracterizacdo das
regides variaveis da cadeia beta (V) do receptor de linfocitos T ex vivo e in vitro. Os
fatores potencialmente associados a ativacdo celular também foram avaliados, entre eles:
carga viral plasmatica (CV), quantificacdo do parasitismo por Leishmania, niveis de
lipopolissacarideo (LPS), CD14 soluvel (sCD14), proteina intestinal ligadora de acido
graxo (IFABP) e o perfil de citocinas circulantes. Os pacientes LV/HIV-1 apresentaram
contagens de linfécitos T CD4" inferiores a 250 células/mm?®, sem correlacdo com a CV e
independente da fase clinica. Os maiores percentuais de linfocitos T CD8" expressando
CD38 foram observados nos pacientes coinfectados, comparados aos casos de HIV-
1/AIDS e de LV apenas. Além disso, tais niveis permaneceram elevados apesar do uso de
TARV e da menor carga parasitaria pés-tratamento anti-leishmania. O acompanhamento
prospectivo de um paciente LV/HIV-1 até longo tempo pés-tratamento para LV também
mostrou a auséncia de recuperacdo quantitativa e qualitativa da resposta imune celular,
aliado a presenca de lesdes cutaneas concomitantes e episddio de reativacdo. Altos niveis
de LPS foram observados nos casos de LV apenas, 0s quais se correlacionaram com a
ativagdo de células T, sCD14, IFABP e citocinas pro-inflamatorias, sugerindo que um
produto bacteriano ndo associado a infeccdo por Leishmania e, de provavel origem
luminal, pode exercer um papel importante na imunopatogénese da LV. Os niveis de LPS
também foram elevados na coinfeccdo LV/HIV-1 e embora ndo tenham sido superiores
aos casos de HIV-1 apenas, se correlacionaram com o percentual de células T CD8"
ativadas e com o perfil de citocinas pré-inflamatdrias. Consistente com o status de
ativacdo celular e comprometimento imune, os pacientes LV/HIV-1 apresentaram niveis
elevados de células senescentes e alteracfes no repertério do TCR, sem a mobilizacdo
diferencial de uma determinada familia VVp frente a coinfeccdo. Além disso, a analise
prospectiva de cinco casos de LV/HIV-1 mostrou que o desfecho clinico da LV ndo p6de
ser associado a um perfil de distribuicdo dos VB (mono/oligo/policlonal). Nossos
resultados sugeriram que a associacdo LV/HIV-1 resulta num efeito sinérgico in vivo, no
qual o grau de ativacdo celular e o perfil de citocinas liberadas podem estar diretamente
relacionados a infeccdo por L. infantum e suas consequéncias imunopatogénicas, bem
como a atividade estimulatoria do LPS. Estudos prospectivos poderdo auxiliar a validar o
papel desses parametros imunoldgicos no progndstico da associagdo Leishmania/HIV.
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ABSTRACT

Leishmania/HIV co-infection has been considered an association in many regions around
the world and the outcome of this disease is aggravated by immune impairment caused by
both pathogens. Chronic immune activation is a hallmark of HIV-1 and Leishmania
infantum infection separately. In this context, our aim was to evaluate the influence of
Leishmania infection in the degree of quantitative and qualitative impairment of T
lymphocytes and in the cellular activation of co-infected patients. In addition, we also
evaluated microbial products associated with cellular activation in visceral leishmaniasis
(VL) and in VL/HIV co-infection, as well as, the impact of immune reconstitution after
antiretroviral therapy (ART) and anti-leishmania treatment in the recovery of specific
immune response to VL. For this purpose, VL/HIV-1 co-infected patients were evaluated:
twenty one cases in the active phase of VL and fourteen in the remission. Among VL/HIV-
1 patients, seven cases are part of a longitudinal study and they are still in follow up until
this moment. Individuals with VL (active and remission), HIV-1 infection and healthy
subjects were also investigated as controls. The immune impairment was evaluated by the
absolute counts of CD4" T cells, expression of molecules associated with cellular
activation (CD38) and to replicative senescence/differentiation (CD57 and CD27), as well
as, by the ex vivo and in vitro characterization of the variable regions of the beta chain
(VB) of T cell receptor (TCR). Factors potentially associated with cellular activation were
also assessed, such as: plasma viral load, Leishmania parasite load, lipopolyscharide levels
(LPS), soluble CD14 (sCD14), intestinal fatty acid binding protein (IFABP) and the profile
of plasma cytokines. VL/HIV-1 co-infected patients presented counts of CD4" T cells
lower than 250 cells/mm?®, without correlation with viral load and independent of clinical
phase of leishmaniasis. The highest percentages of CD8 T cells expressing CD38 were
observed in co-infected patients, especially those with the visceral form of the disease,
compared with HIV-1 and VL cases alone. Moreover, such high levels remained despite
ART use and lower parasite load in the remission co-infected patients. The prospective
analysis of one VL/HIV-1 patient until long term after anti-Leishmania treatment also
showed the absence of quantitative and qualitative recovery of the cellular immune
response, coupled with concomitant cutaneous lesions and reactivation episode. High
levels of LPS were observed in VL cases alone, which correlated with T-cell activation,
sCD14, IFABP and pro-inflammatory cytokines levels, suggesting that a bacterial
molecule not associated with Leishmania infection, and probably from luminal origin may
play an important role in the immunopathogenesis of VL. LPS levels were also elevated in
VL/HIV-1 patients, and although no higher than HIV-1 cases, it were correlated with
activated CD8" T cells and with inflammatory cytokines. Consistent with the cellular
activation state and immune impairment, co-infected patients presented high levels of
senescent cells and alterations in the TCRVp repertoire, without the differential
mobilization of any VB for VL/HIV-1 co-infection. In addition, prospective analysis of
five VL/HIV-1 cases showed the clinical outcome could not be associated with any Vf
profile (mono/oligo/polyclonal). Our results suggested that VL/HIV-1 association results
in a synergistic effect in vivo, in which the degree of cellular activation and the profile of
cytokines may be directly related to L.infantum infection and its immunopathogenic
consequences, along with the stimulatory LPS activity. Prospective studies may help to
validate the role of these immunologic parameters in the prognosis of Leishmania/HIV co-
infection.
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1. INTRODUGAO

1.1 Aspectos epidemioldgicos da coinfec¢do Leishmania/HIV-1

A leishmaniose representa um complexo de doengas com importancia clinica e
epidemioldgica que afeta principalmente individuos de paises em desenvolvimento. Esta
protozoose ocorre em regides tropicais e subtropicais, sendo considerada uma das seis
grandes endemias humanas (Alvar et al. 2012). Recentemente, uma revisdo dos dados
epidemioldgicos sobre as leishmanioses revelou uma incidéncia anual de 0,2 a 0,4 milhdes
de casos de leishmaniose visceral (LV) e de 0,7 a 1,2 milhdes de casos de leishmaniose
cutanea (LC). Neste estudo, o Brasil continua aparecendo como um dos seis principais
paises no qual mais de 90% dos casos globais de LV ocorrem. Em relacdo a LC, o Brasil
também esta entre os dez principais paises com 0s mais altos numeros de casos estimados
(Alvar et al. 2012). Levando-se em conta as subnotificacdes e o crescimento da populagéo
mundial nos Gltimos vinte anos, pode-se considerar que estes numeros sejam ainda maiores
do que os relatados.

Nas Américas, a leishmaniose é endémica em 24 paises situados desde o sul dos
EUA, até o norte da Argentina, excetuando-se apenas o Uruguai e o Chile (Grimaldi Jr et
al. 1989). No Brasil, a LV é uma doenca endémica, estando atualmente distribuida em 21
unidades federadas com média anual de 3.500 casos e com incidéncia de 1,8 por 100.000
habitantes em 2010 (Brasil, MS/SVS. 2011). A regido Nordeste concentra mais de 50%
dos casos e nos ultimos anos a doenca vem se expandindo para outras regides brasileiras
como Centro-Oeste, Norte e Sudeste, aonde novos focos vem sendo detectados,
caracterizando um fendémeno de urbanizacdo dessa doenga, originariamente rural (Harhay
et al. 2011). Varios fatores contribuem para esse processo, dentre eles a alteracdo do meio
ambiente pelo homem, a qual favorece a adaptacdo e proliferacdo do vetor e de
reservatorios da infeccdo, ou mesmo mudancgas na ecologia e biologia do vetor (Costa.
2008) Recentemente, a correlacdo espacial entre as taxas de incidéncia da LV e
indicadores socioecondmicos e demogréaficos avaliados em Teresina, no Piaui, também
sugeriu que a introducdo e manutencdo da LV podem ser influenciadas pelas condigdes
ambientais tipicas de areas com menor infraestrutura e desenvolvimento (de Almeida et al.
2011).

Ao mesmo tempo, a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana, o HIV,

atinge hoje cerca de 33,3 milhdes de pessoas ao redor do mundo, incluindo aquelas que
1



progrediram para a AIDS (Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida), sendo o virus do
tipo 1 (HIV-1) o responsavel majoritario por esta pandemia. A OMS estima que s6 no ano
de 2009, 2,6 milhdes de novos casos foram notificados e 1,8 milhdes de pessoas foram a
6bito (AIDS Epidemic Update - December 2010, UNAIDS). Na América Latina, essa
pandemia atinge cerca de 1,4 milhdes de individuos, com 92.000 novas infeccOes
notificadas em 2009 e 58.000 6bitos devido a AIDS. De acordo com o ultimo Boletim
Epidemioldgico (ano base 2010) foram notificados 608.230 casos de AIDS acumulados de
1980 a junho de 2011 e estima-se que existam cerca de 600.000 individuos portadores do
virus (Boletim Epidemioldgico do Ministério da Saude - 2011).

Diante desse elevado numero de notificacbes de ambas as doencas ndo €
surpreendente que a coinfecgdo Leishmania/HIV esteja emergindo como uma entidade
patoldgica grave e cada vez mais frequente em varias regides ao redor do mundo. A partir
da década de 1980, quando o primeiro caso de leishmaniose associado com a infec¢éo pelo
HIV-1 foi publicado (De la Loma et al. 1985), um aumento no nimero de casos de
coinfeccdo vem sendo registrado e atualmente 35 paises sdo afetados pela coinfeccdo
Leishmania/HIV-1, sendo a forma visceral a mais prevalente (Alvar et al. 2008,
Nascimento et al. 2011).

O risco da coinfeccdo LV/HIV esta correlacionado com mudancas no padrdo de
propagacdo das duas infecces: em certos paises, a LV esta se tornando mais urbanizada
ocorrendo nos suburbios de grandes cidades, como é observado na América do Sul, e
simultaneamente a infeccdo pelo HIV-1 esta se tornando progressivamente mais comum
nas areas rurais (Alvar et al. 2008). Tais alteracdes nos perfis epidemiologicos das duas
doencas apontam para um maior risco da populacéo frente as duas infeccoes.

A maioria dos casos de coinfeccdo na América é relatada no Brasil, onde foi
relatado o primeiro caso de leishmaniose tegumentar em pacientes infectados pelo HIV
(Coura et al. 1987). Segundo o cruzamento de dados de notificacbes ao SINAN ja foram
relatados no Brasil cerca de 326 casos de coinfeccdo Leishmania/HIV, no periodo de 2001
a 2006, dos quais 150 apresentaram a forma tegumentar da doenca e 176 a forma visceral
(Ministério da Salde, 2011). Recentemente, Sousa-Gomes e colaboradores (2011)
relataram que dos 7.556 casos de LV notificados no periodo de 2007 a 2008, 278 eram
coinfectados com HIV-1, sugerindo um total de 454 casos desta associacdo desde 2001, e
apontando a LV como a forma prevalente de leishmaniose no Brasil no que se refere a
coinfecgdo. Em relacdo a categoria de exposicdo, o uso de drogas injetaveis encontra-se
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em ampla expansdo como fonte de transmissdo, e cada vez mais o diagnéstico das duas
infeccdes ocorre de forma simultanea, com a leishmaniose sendo responsavel pela abertura
do caso (Alexandrino-de Oliveira et al. 2010, Brasil/Ministério da Saude, 2011).

O significado epidemioldgico desta expansdo simultanea, demonstrado por varios
estudos, reside no fato de que os pacientes com HIV/AIDS que vivem em areas endémicas
de leishmanioses, apresentam maior risco de manifesta-las e que a coinfeccédo
Leishmania/HIV pode acelerar o curso clinico da infeccdo por HIV. Assim, as
leishmanioses, em especial a forma visceral da doenca, ttm ganhado importancia como
infeccdo oportunista em pacientes com infeccdo por HIV, que vivem ou viveram em areas
consideradas endémicas para essas parasitoses (Alvar et al. 2008). Embora a LV seja a
terceira doenca parasitaria oportunista de maior prevaléncia entre os individuos infectados
pelo HIV no Sul da Europa, ela ainda ndo é considerada uma doenga indicadora de AIDS
pela OMS. Dessa maneira, considerando este ultimo fato e sabendo-se que o agravo €
amplamente subnotificado, o real impacto da coinfeccdo Leishmania/HIV é provavelmente

subestimado sob uma escala global.

1.1 Leishmaniose visceral: aspectos imunopatogénicos

A ocorréncia de diferentes formas clinicas de leishmaniose est4 na dependéncia
de varidveis como, fatores ligados a espécies, cepas do parasito, habito do vetor, além de
diferencas na resposta imune e, consequentemente, de fatores resultantes da interacdo
parasito-hospedeiro. Assim, a leishmaniose pode ser dividida clinicamente em
leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar (LTA). Neste trabalho, o enfoque
ser& na forma visceral da doenga.

A LV, também conhecida como calazar, € uma forma sistémica da doenca, em
que os parasitos apresentam acentuado tropismo pelo sistema fagocitico mononuclear do
baco, figado, medula 6ssea e linfonodos. A espécie responsavel pela LV no Brasil é a
Leishmania (Leishmania) infantum, anteriormente chamada L. chagasi (Kuhls et al. 2011).

A imunopatogénese da LV é bastante complexa, ja& que envolve o
comprometimento de diferentes 6rgdos do sistema imune gerando, em consequéncia,
alteracbes em outros compartimentos. Indmeros grupos vém trazendo contribuicdes
importantes para a compreensdo da relacdo parasito-hospedeiro na LV e 0s principais
estudos foram recentemente revistos (Saha et al. 2006, Goto & Prianti. 2009).

3



Primariamente, o intenso parasitismo dos macrofagos pela L.infatum leva a destruigédo
dessa linhagem fagocitica. Consequentemente, pode ocorrer o desvio da producdo pela
medula 6ssea de outras células como eritrocitos, neutrofilos e plaquetas, causando anemia,
neutropenia e hemorragias. Outos mecanismos como morte celular por ativacdo podem
contribuir para a diminuicdo das contagens de células T e comprometimento funcional da
resposta celular (Saha et al. 2006). Assim, a LV é caracterizada pela imunossupressédo da
resposta imune celular, a qual pode ser comprovada pela néo-responsividade dos pacientes
aos antigenos de Leishmania inoculados intradermicamente (teste de Montenegro) e
reducdo da resposta proliferativa de células T auxiliares mediante estimulo com antigenos
do parasito in vitro (Carvalho et al. 1989). A incapacidade de producédo de IL-2 e IFN-y
pelas células mononucleares, e sua restauracao apds a quimioterapia é bem documentada
(Carvalho et al. 1985). Entretanto, os mecanismos que levam a esta imunossupresséo ainda
sdo amplamente desconhecidos, embora se tenha a conviccao de que antigenos do parasito
s8o cruciais neste processo.

A LV esta associada a producdo de IL-4 e 1L-10 que podem inibir a expansao de
células do perfil tipo 1, e a ativacdo de macrofagos pelo IFN-y (Carvalho et al. 1994). A
imunossupressao também pode prejudicar a funcdo dos macréfagos, que diminuem a
expressdao de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de classe | e I,
bem como deixam de produzir IL-1 e TNF em resposta a estimulos (revisto por Saha et al.
2006).

Finalmente, individuos com LV autoresolutiva ou aqueles submetidos a uma
quimioterapia bem-sucedida manifestam uma intensa resposta de hipersensibilidade tardia
mediada por células e apresentam maiores proporcdes de células T CD4" Thi especificas
do que células T CD8" (revisto por Goto et al. 2004, Saha et al. 2006). Da mesma maneira,
Carvalho e colaboradores (1994) mostraram que uma combinagdo de IL-2 e IFN-y
exogeno restaurava a resposta linfoproliferativa, assim como, a combinacdo de anti-1L-4 e
anti-1L-10 ndo sO restaurava esta resposta, como também a producdo de IFN-y em culturas
de células de pacientes com LV. O aumento da producdo de IL-12 apds o tratamento para
LV também auxilia na recuperagdo da producdo de IFN-y (Bacellar et al. 2000). Esses
dados indicam que uma mudanga no perfil de resposta para o tipo 1 pode auxiliar a
resolucdo da infeccdo na LV. Esta resposta tipo 1, quando exacerbada, parece estar
implicada no desenvolvimento da leishmaniose dérmica pos-calazar, onde lesGes cutaneas
surgem apos a resolucdo das alteragdes sistémicas (revisto por Saha et al. 2006).
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1.3. Historia Natural e Imunopatogenia da infeccéo pelo HIV-1

O curso clinico natural da infecgdo pelo HIV-1 é bem definido e divide-se em trés
fases: infec¢do priméaria ou aguda (periodo de tempo a partir da infec¢éo inicial pelo HIV-1
até o desenvolvimento da resposta de anticorpos), fase assintomatica ou de laténcia clinica
e fase sintomatica, onde surgem as doencas que definem a AIDS (revisto por Pantaleo &
Fauci. 1996). A infec¢do priméria tem inicio com a transmissdo do virus e caracteriza-se
por altos niveis de replica¢do viral acompanhada por uma queda significativa do nimero
de linfocitos T CD4" circulantes e sintomas clinicos inespecificos, comuns a diversas
outras viroses. A fase assintomatica tem inicio com o controle da replicacdo viral e
prolonga-se por sete a 10 anos. Esta é caracterizada pela perda continua e gradual de
linfocitos T CD4", cujos valores ndo serdo mais recuperados em auséncia de terapia. Uma
vez atingidos valores inferiores a 200 células/mm® instala-se um quadro de
imunodeficiéncia grave, com o desenvolvimento e/ou reaparecimento de diversas
infeccBes oportunistas causadas por varios patdgenos, além de neoplasias, que definem a
fase sintomatica ou a AIDS, a qual culmina com o 6bito do individuo, em auséncia de
tratamento. Para a maioria dos individuos infectados, os chamados progressores tipicos,
este € o curso clinico observado para a infeccdo (Pantaleo & Fauci. 1996). Os individuos
infectados que ndo progridem para AIDS e mantém contagens de células T CD4" dentro da
normalidade, com carga viral baixa em auséncia de terapia antiretroviral (TARV), sdo
chamados ndo-progressores de longo termo (Poropatich et al. 2011).

O HIV-1 infecta células que expressam a molécula CD4, bem como, 0s receptores
de quimiocinas, CCR5 e CXCR4, identificados como importantes coreceptores virais
(Feng et al. 1996). A distribuicdo desses coreceptores permite ndo s6 a infeccdo de
linfocitos T CD4", bem como de células centrais para a apresentacio de antigenos, como
macrofagos e células dendriticas. Considerando que os linfécitos T CD4" desempenham
um papel central no desenvolvimento da resposta imune especifica contra o virus, pode-se
afirmar que a perda progressiva no numero destas células favorece o estabelecimento do
quadro de imunodeficiéncia grave observada nesses pacientes (Pantaleo & Fauci 1996,
Grossman et al. 2002). Dessa forma, a contagem das células T CD4" no sangue periférico é
o0 principal parametro imunolégico utilizado no acompanhamento da infeccao pelo HIV-1,
contribuindo para a avaliacdo da progressdo da doenca, inicio de profilaxias para as



doencas oportunistas e para a submissdo a TARV, além de também ser utilizada na
avaliacdo da reconstituicdo imune pos-tratamento (Autran et al. 1997, Miller et al. 1999).

A perda progressiva de células T CD4" é o evento mais caracteristico da infecgéo,
entretanto 0s mecanismos precisos envolvidos sdo multifatoriais. Dados da literatura ja
demonstraram que a infeccdo e morte direta dessas células pelo virus contribuem
parcialmente para essa deplecdo (Douek et al. 2002), uma vez que mesmo apés a TARV, a
recuperagdo de células T CD4" pode ser incompleta, apesar da supressdo da carga viral
para niveis abaixo de 50 copias/ml (Anthony et al. 2003, Lederman et al. 2003). Isso nos
sugere que efeitos indiretos da infeccdo viral sobre o sistema imune também séo
importantes. Dessa maneira, outros mecanismos também tém sido apontados como
responsaveis por essa perda continua, entre eles: o movimento alterado de células T para
0s Orgdos linfoides secundarios, levando a uma aparente perda de células T, com mudancas
no numero e proporcdo de suas subpopulagbes na circulacdo, e a profunda ativacdo do
sistema imune (revisto por McCune. 2001). Além disso, células T CD4" infectadas
também podem ser destruidas como consequéncia da resposta imune especifica ao virus,
entre eles, a resposta de linfocitos T CD8" citotoxicos, citotoxicidade celular dependente
de anticorpo (ADCC) e resposta de células natural killer (McCune, 2001).

Em adicéo a deplecdo de linfocitos T CD4", verifica-se durante a infeccdo aguda
pelo HIV-1, uma intensa replicacdo viral, alcancando niveis de 100 milhdes de copias de
RNA/mI de plasma, ainda em auséncia de uma resposta imune celular especifica (Pantaleo
e Fauci. 1996, Picker. 2006). Neste periodo bastante inicial de replica¢do do virus ocorrem
processos imunopatogénicos importantes, como a sua disseminacdo para uma grande
variedade de tecidos linfoides secundarios, que funcionardo como reservatorios para a
infeccdo e contribuirdo para a laténcia viral (Stevenson. 2003). Durante o longo periodo de
laténcia clinica, o HIV se replica continuamente, sendo o tecido linfoide o principal sitio
de replicacdo do virus (Pantaleo et al. 1991, Pantaleo et al. 1993). Pantaleo e colaboradores
(1993) foram um dos primeiros pesquisadores a verificar que a presenca de células
contendo DNA proviral ¢ muito maior no tecido linfoide do que nas células mononucleares
circulantes no sangue periférico, sugerindo que a infeccéo pelo HIV é ativa e progressiva
por todo o curso da infecgéo.

Deste modo, a quantificagdo do RNA viral no sangue periférico, denominada
carga viral plasmatica, é outro importante marcador laboratorial para 0 acompanhamento
da infeccdo, traduzindo a intensa replicacdo do virus no individuo. A determinacdo da
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carga viral também é importante para monitorar a eficacia da TARV sobre a replicacédo do
virus (Gea-Banacloche e Clifford-Lane, 1999, Havlir et al. 2003).

Embora a infeccdo pelo HIV seja majoritariamente em células T CD4", alteragGes
importantes também so observadas na subpopulacéo de linfocitos T CD8". Ja no periodo
inicial da infeccdo, ainda na fase aguda, observa-se um aumento das contagens absolutas
de células T CD8", que persiste durante a fase assintomatica. Este aumento inicial €, em
parte, resultado da inducdo de uma intensa resposta de células T citotoxicas especificas
para 0 HIV-1, a qual coincide com a supresséo inicial da viremia para a grande maioria dos
pacientes, mostrando que o hospedeiro é capaz de gerar uma resposta imune eficiente no
controle inicial da replicacdo viral (revisto por Benito et al. 2004). Por outro lado, este
aumento de linfocitos T CD8" também ¢ resultado do processo de ativacio generalizada do
sistema imune (Lawn et al. 2001). Atualmente é bastante aceito que a qualidade da
resposta imune ao virus, € ndo apenas a quantidade, esta diretamente relacionada a
progressao para a AIDS. Neste contexto, uma resposta especifica compreendida de células
polifuncionais capazes de secretar mais de uma citocina, ajuda a entender algumas
diferencas entre individuos progressores e 0s chamados ndao progressores, no que se refere
ao controle da replicacdo viral (Betts et al. 2006, Douek et al. 2009).

A introducdo do AZT em 1989, seguido das diversas drogas e esquemas
terapéuticos implementados desde entdo, teve um grande impacto na mortalidade e
morbidade dos pacientes vivendo com HIV/AIDS. A terapia antiretroviral combinada
altamente potente (TARV), constituida por inibidores da transcriptase reversa analogos de
nucleosideos (NRTISs) e inibidores de protease (PIs) ou inibidores de transcriptase reversa
ndo-analogos de nucleosideos (NNRTIs), foi introduzida a partir de 1996 e permitiu a
adocdo de esquemas mdltiplos de terapia que possibilitaram uma reducdo importante e
significativa da carga viral por um tempo prolongado (Li et al. 1998), assim como, a
reducdo das infeccBes oportunistas, aléem de uma melhora da qualidade de vida (Lawn et
al. 2001) dos pacientes HIV positivos. Além da reconstituicdo imune, também foi
evidenciada durante a TARV uma nova entidade clinica, definida por uma reagdo
inflamatoria intensa que surge associada ao processo de restaura¢do imune, tendo como
alvo infecces tratadas previamente ou infecgGes subclinicas (Martin-Blondel et al. 2012).
Esta manifestacdo ficou conhecida como sindrome inflamatdria da reconstituicdo imune
(IRIS).



O aumento numérico de células T CD4" circulantes foi bem descrito, porém
muito ainda precisa ser esclarecido sobre as caracteristicas fenotipicas, as especificidades e
as funcBes dessas novas células, quando oriundas de um output timico que contribui para a
formac&o desse novo repertorio. E importante destacar que o grau de recuperagio imune
obtido pela TARV é altamente variavel e depende dos niveis basais de T CD4" anteriores
ao inicio da terapia (Lange et al. 2002, D’Amico et al. 2005). Além disso, pode ocorrer
discordancia imunoldgica (recuperagdo subdtima da contagem de linfocitos T CD4")
mesmo em pacientes com carga viral plasmatica indetectavel (Goicoechea et al. 2006).

2. Ativacao do sistema imune e doencas inflamatdrias e infecciosas

A fase efetora de uma resposta imune adaptativa é dependente de um processo
denominado ativacdo linfocitaria, cuja primeira etapa € o reconhecimento de um antigeno
por um linfocito especifico (revisto por Bonilla et al. 2010). No que se refere aos linfocitos
T, o receptor de células T (TCR) reconhece o antigeno especifico na forma de um
complexo peptideo-MHC (complexo principal de histocompatibilidade) presente na
superficie das células apresentadoras de antigeno. Por sua vez, o0 reconhecimento
antigénico pelos linfécitos B é realizado pelo receptor de células B (BCR) composto pelas
imunoglobulinas IgM e IgD (Bonilla et al. 2010).

A ativagdo dos linfocitos T ocorre mediante o reconhecimento do seu antigeno
especifico e transducdo dos sinais disparados pelo complexo do TCR (primeiro sinal), e
pelo segundo sinal via moléculas co-estimulatorias. Ja a ativacdo dos linfécitos B pode ser
dependente ou independente dos linfocitos T (Bonilla et al. 2010). Em ambas as respostas,
humoral ou celular, o processo de ativacdo inicia uma sequéncia de eventos bioquimicos
que resultam na transcri¢do de genes particulares e na entrada da célula no ciclo celular, o
que explica o elevado turnover de células mediante a ativacdo do sistema imune (Pearce.
2010). Essa intensa proliferacdo celular resulta na expanséo dos clones especificos para o
antigeno e diferenciacdo em células efetoras. Os genes expressos ap6s 0 reconhecimento
antigénico e ativacao linfocitaria irdo codificar proteinas capazes de mediar as respostas
imunes, entre elas, as citocinas. As células T recém-ativadas podem migrar para o sitio da
infeccdo ou inflamacdo, aonde desempenham suas funcdes efetoras, com o objetivo de

eliminar a fonte do antigeno. As células B se diferenciam em plasmdcitos secretores de



imunoglobulinas, as quais serdo responsaveis pela fase efetora da resposta imune humoral
(Allen et al. 2007).

Apos a eliminacdo do antigeno, a resposta imune declina o que é de extrema
importancia para o retorno do sistema imune para um estado de repouso, isto é em
homeostase. Tal resposta declina principalmente porque a maioria das células morre por
apoptose, devido a auséncia de sinais de sobrevivéncia fornecidos pelo antigeno,
moléculas co-estimulatérias e citocinas produzidas durante as reacdes imunes (Bonilla et
al. 2010). No entanto, uma progénie dos linfocitos inicialmente ativados da origem as
células de memdria (Cui et al. 2010).

A memoria imunologica se refere a capacidade do sistema imune responder a um
segundo desafio antigénico de forma quantitativa e qualitativamente mais répida e
eficiente. As células T de memoria podem ser divididas em duas subpopula¢Ges segundo
seu padrdo migratério: células T de memdria central (Tmc) e células T de memoria efetora
(Tme). As celulas Tyc expressam moléculas tais como CCR7 e CD62L, as quais permitem
um eficiente enderecamento aos linfonodos, enquanto as células Tye perdem a expressao
desses receptores e estdo localizadas no sangue, bago e érgdos ndo-linfoides (revisto por
Seder et al. 2003). As ceélulas Tye representam um pool de células de memdria
prontamente disponiveis, capazes de entrar nos tecidos periféricos para mediarem reacoes
inflamatorias ou de citotoxicidade e conterem o organismo invasor. Por outro lado, as
células Tyc podem se diferenciar em células Tye apos reestimulacdo através do TCR e
receptores de citocinas, mantendo um repertorio diverso de células de memdria especifica.
Apds um segundo desafio sdo capazes de gerar uma nova onda de células efetoras
(Sallusto et al. 1999).

A ativacdo da resposta imune inata também € de fundamental importancia, uma
vez que é responsavel por ativar e influenciar o tipo de resposta adaptativa que ira se
desenvolver (Liu et al. 2010). Os micro-organismos patogénicos e/ou seus produtos que
ultrapassam as barreiras naturais do organismo sdo reconhecidos por células da imunidade
inata através dos seus receptores de reconhecimento padrdo (PRR). Estes receptores,
dentre os quais os Toll-like receptors (TLR) sdo os mais conhecidos, reconhecem padrdes
moleculares associados aos patdégenos (PAMPS) e estdo localizados na membrana externa
ou internamente de varios tipos celulares (Liu et al. 2010). O estimulo dos PRR pelos
PAMPS dispara uma cascata de sinalizacdo intracelular que culmina na expressdo e
secrecdo de uma variedade de citocinas pro-inflamatorias (IFN-a, IFN-B, TNF), as quais

9



iniciam a resposta do hospedeiro, bem como ativam e modulam a subsequente resposta
linfocitaria (Mogensen. 2009). Nesse contexto, qualquer produto de origem microbiana é
capaz de ativar o sistema imune seja direta ou indiretamente.

Véarios mecanismos de ativacdo do sistema imune vém sendo descritos nas
doencas infecciosas ou ndo-infecciosas, muitas vezes dirigido pelo estimulo antigénico
e/ou independentes do antigeno. Entre as doencas infecciosas, sabe-se que, por exemplo, a
malaria se apresenta com uma intensa ativacdo do sistema imune. Na maléria grave por
Plasmodium falciparum e por vivax, a maioria das consequéncias patologicas descritas
parece decorrer de um estado inflamatério exacerbado ao lado de um desequilibrio no
perfil de citocinas (Clark et al. 2006, Andrade et al. 2010).

A ndo limitacdo do grau de ativacdo do sistema imune pode trazer consequéncias
importantes para o individuo, como € observado na sepse, cuja origem é infecciosa (Fry.
2012). A proteina MIF (fator de inibicdo da migracdo de macrofagos) tem emergido como
uma importante citocina presente nas respostas imunes inflamatdrias (Bacher et al. 1996).
Esta foi primeiramente descrita como sendo um produto dos linfocitos T, no entanto,
mondcitos e macrofagos ja foram demonstrados como a principal fonte de MIF apos a
estimulacdo com LPS (lipopolissacarideo) e toxina-1 da sindrome do choque téxico-TSST-
1 (Calandra et al. 1994 e 1998). Uma vez liberado, MIF induz a expressdo de varios
mediadores pro-inflamatorios como IL-6 e 1L-8 aumentando a ativacdo do sistema imune
(Bacher et al. 1996). Altos niveis de MIF ja foram observados em pacientes com sepse
grave ou choque séptico (Calandra et al. 2000) e por isso, vem sendo considerado um
indicador de gravidade e mau prognoéstico (Bozza et al. 2004). Além disso, o0 MIF pode
influenciar a patogénese de varias doencas infecciosas, cuja tendéncia comum é participar
do controle do parasito, mas ao mesmo tempo promover um dano tecidual e uma intensa
inflamacdo sistémica (Bozza et al. 2012).

Os mecanismos de ativacdo e a perda e/ou auséncia de um controle adequado da
resposta imune podem contribuir para o desenvolvimento e agravamento de algumas
doencas de origem ndo-infecciosa (Harrison et al. 2011). Na doenca inflamatoéria do
intestino (IBD, do inglés intestinal bowel disease) existe uma alteracdo na composicdo e
na funcdo das células da imunidade inata presentes na lamina propria intestinal. A
patologia caracteristica dessa doenca € suportada pelos niveis elevados de citocinas (IL-1p,
IL-6, TNF) e quimiocinas produzidos, que por sua vez ativam outras populacGes de células
imunes inatas e linfocitos. E possivel observar tal infiltrado inflamatério no tecido
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inflamado de pacientes que sofrem de IBD (Kaser et al. 2010). De forma similar, a doenca
de Crohn e a colite ulcerativa também estdo associadas a uma perda do equilibrio entre os
mecanismos anti e pro-inflamatério mantidos na homeostase do trato gastrointestinal
(Harrison et al. 2011). Além disso, a presenca de LPS na circulacdo periférica de
individuos que sofrem de algum tipo de IBD sugere que o dano intestinal permite a
passagem deste antigeno, bem como o envolvimento deste na geracdo de uma resposta

inflamatoria (Caradonna et al. 2000).

2.1 Infeccdo pelo HIV-1 — modelo de ativacao crénica do sistema imune

A ativacdo crbnica do sistema imune é uma das principais caracteristicas da
infeccdo pelo HIV-1. Atualmente é amplamente aceito que este processo estad diretamente
relacionado a progressiva deplecio de células T CD4" e consequentemente & progressio
para a AIDS (Douek et al. 2009). A principio esta ativacdo celular ndo seria diferente
daquela observada frente a outros patdgenos sistémicos, refletindo a montagem de uma
resposta imune antiviral. No entanto, na infeccdo pelo HIV-1, a ativacdo persiste
indefinidamente, enquanto nas demais infec¢Ges ela declina ou é adequadamente
controlada (Picker. 2006).

Varios mecanismos podem contribuir para a ativagdo do sistema imune na
infeccdo pelo HIV-1, sejam eles direto ou indiretamente relacionados ao virus.
Adicionalmente, tais mecanismos ndo sdo mutuamente exclusivos e, portanto, podem
ocorrer concomitantemente (Douek et al. 2009).

A intima relagdo entre os niveis de ativacdo e a deplecdo de linfocitos T CD4" se
torna mais clara em estudos experimentais com primatas ndo-humanos. A infeccéo pelo
virus da imunodeficiéncia simia (SIV) nos chamados hospedeiros naturais (macacos verde
africanos e 0s sooty mangabeys) se apresenta com alta viremia, baixos niveis de ativacdo
imune e sem qualquer imunodeficiéncia (Silvestri et al. 2005 ). Entretanto, a infec¢do por
SIV nos macacos rhesus, cuja infeccdo é bem similar a que ocorre nos humanos, resulta na
deplecio de T CD4" e progressdo mais rapida para a AIDS. Isso sugere que, de fato, a
hiperativacdo desempenha uma funcdo central na patogénese da infeccéo pelo HIV-1.

Este ambiente de desorganizacdo do sistema imune pode ser reconhecido nos
individuos infectados pelo HIV-1 por uma variedade de alteragfes fenotipicas observadas
para as células T, como o aumento da expressdo de moléculas de superficie associadas a
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ativacdo do sistema imune. Essa expressao, em especial da molécula CD38, esta associada
a progressao da doenca, e a avaliacdo periddica do fenotipo dessas células pode auxiliar no
monitoramento da infeccdo. Alguns estudos demonstraram que o percentual de células T
CD8" expressando a molécula CD38 aumenta progressivamente com o avango da doenga e
que este aumento esta associado com o declinio de células T CD4" totais e aumento da
carga viral plasmatica (Benito et al. 1997, Giorgi et al. 2002, Benito et al. 2004). Por sua
vez, 0s niveis de células CD8"CD38" circulantes que se correlacionam fortemente com os
niveis de RNA plasmatico, podem diminuir com a supressdo da replicacdo viral obtida
pela TARV (Benito et al. 2004). Entretanto, varios estudos ja verificaram que mesmo sob
TARV e com a carga viral controlada ou indetectavel, os niveis de ativacdo podem
permanecer elevados (Anthony et al. 2003, Lederman et al. 2003, Nies-Kraske et al. 2009).
Dessa maneira, 0s niveis de ativacdo vém sendo considerados preditores mais fidedignos
da progressao para a AIDS, do que a prépria carga viral (Giorgi et al. 1999).

Assim, a estimulacdo antigénica fornecida pela replicacdo viral estd diretamente
relacionada a ativacdo imune (Benito et al. 2004). Entretanto, considerando que a
frequéncia de células T especificas para o HIV-1 é pequena dentro do percentual total de
células com fendtipo ativado (Brenchley et al. 2006a) e que a proliferacdo celular
permanece elevada mesmo em individuos com carga viral indetectavel (Anthony et al.
2003), a replicacao viral ndo pode ser considerada como a Unica responsavel pelo alto grau
de ativacdo nesses individuos. Dessa maneira, outros mecanismos indiretamente
relacionados ao virus ja foram implicados nesse processo, entre eles, a presenca de niveis
elevados de citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF, IL-6, IL-1f e quimiocinas como
RANTES, MIP-1a e MIP-1B (Fahey, 1998, Lawn et al. 2001). Além disso, Eggena e
colaboradores (2005) relataram que a deplecdo de células T reguladoras durante o curso da
infeccdo pelo HIV-1 também poderia contribuir para o estado imune ativado em pacientes
sem TARV. Recentemente, um alto percentual de células T reguladoras foi observado em
pacientes infectados pelo HIV-1 sob TARV, com contagens de T CD4" menor do que 500
células/pl, o que sugere uma tentativa do sistema imune conter o grau de ativacao (Piconi
et al. 2011). Por fim, polimorfismos nos genes que codificam para citocinas inflamatérias

também devem ser considerados no estado geral de ativagdo (Haas et al. 2006).
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2.2 Sistema imune de mucosa e ativacgao celular na infeccdo pelo HIV-1

Recentemente, Brenchley e colaboradores (2006b) propuseram que a translocagéo
de produtos microbianos do lumen intestinal para a circulagdo sistémica poderia se
constituir em outro mecanismo central para a patogénese e ativacdo imune na infeccéo
pelo HIV-1. Estudos anteriores ja verificaram alteracdes histologicas e imunoldgicas no
sistema imune de mucosa de individuos infectados pelo HIV-1 (Kolter et al. 1984). Neste
contexto, pacientes HIV positivos apresentam sintomas caracteristicos de uma enteropatia
com diarreia, ma absorcdo e presenca de infiltrado inflamatdrio, bem como atrofia das
vilosidades e hiperplasia de criptas no tecido mucoso (Brenchley & Douek. 2008).
Posteriormente, observou-se que essa enteropatia durante a fase aguda da infeccdo pelo
HIV-1 era acompanhada por uma deplecdo massiva de células T CD4" CCR5" ativadas de
memo©ria efetora, localizadas predominantemente no trato gastrointestinal (Brenchley et al.
2004, Mehandru et al. 2004). Essa deplecéo € principalmente atribuida a intensa replicacédo
viral que ocorre na fase aguda. De fato, infec¢bes por SIV em macacos rhesus também
verificaram resultados semelhantes (Veasey et al. 1998, Mattapallil et al. 2005). Esta
perturbacdo imune no tecido linfoide associado a mucosa leva a danos anatomo-funcionais
na barreira da mucosa intestinal, que em condi¢es normais é responsavel por proteger e
evitar a passagem da flora comensal ou até mesmo de organismos potencialmente
patogénicos, para a lamina prépria e linfonodos mesentéricos (Brenchley et al. 2006b).

A consequéncia direta deste comprometimento da integridade da barreira
gastrointestinal é a translocacdo de produtos microbianos para a circulacdo (Brenchley et
al. 2006b, Douek et al. 2009). Esses componentes bacterianos podem estimular as células
da imunidade inata por meio dos seus ligantes de receptores Toll, tais como LPS, flagelina
e motivos CPG (Gioannini et al. 2007). O LPS se liga ao seu receptor CD14 soltvel ou de
membrana e por sua vez ao complexo TLR4-MD2, o qual culmina com a ativacao do fator
trancricional NF-KB e com a producdo de citocinas inflamatdrias como IL-6, IL-1B, TNF ¢
IFN do tipo I, que por sua vez, contribuirdo para a persistente ativagdo imune observada
durante a fase cronica da infecgdo pelo HIV-1 (Miller et al. 2005, Gioannini et al. 2007).

De forma coerente com o que foi proposto, niveis aumentados de LPS foram
observados em pacientes infectados pelo HIV-1 na fase crénica comparados aos individuos
sadios e aqueles na fase aguda da doenca. Estes niveis de LPS foram associados aos niveis
de CD14 soluvel, aos niveis plasmaticos da citocina pro-inflamatéria IFN-a e com o
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percentual de linfocitos T com fendtipo ativado (Brenchley et al. 2006b). Um estudo
recente verificou que os niveis de CD14 solivel podem predizer a mortalidade em
pacientes infectados pelo HIV-1 sob TARYV, independente das contagens de T CD4" e da
carga viral (Sandler et al. 2011b). Além disso, a quantificagdo do DNA ribossomal 16S de
bactéria também vem sendo utilizada como um importante indicador de translocacao
microbiana e de ativacdo imune sistémica (Jiang et al. 2009). Niveis elevados de LPS
circulantes também ja foram demonstrados em pacientes com deméncia associada a AIDS,
sugerindo que a translocacdo de produtos microbianos para a periferia pode exercer um
importante papel na ativacdo de mondcitos capazes de migrarem para o cérebro (Ancuta et
al. 2008).

Os mecanismos subjacentes a translocagdo microbiana ainda ndo estéo totalmente
definidos, entretanto, a apoptose de enterdcitos mediada pelo virus e por mecanismos
indiretos a replicacdo viral é considerada um dos fatores que contribuem para esse
processo, pois leva a um aumento da permeabilidade intestinal (Li et al. 2008). O dano
intestinal pode ser indiretamente avaliado pelos niveis plasmaticos da proteina IFABP
(intestinal fatty acid binding protein), localizada no citoplasma do enterdcito e cuja
liberacdo é dependente do comprometimento da célula (Lieberman et al. 1997). Sandler e
colaboradores (2011) verificaram que os niveis de IFABP se encontravam aumentados em
pacientes HIV positivos e que estes estavam associados negativamente com as contagens
de linfocitos T CD4" iniciais (nadir), sugerindo que quanto maior o dano intestinal, menor
as contagens de T CD4" antes do inicio da TARV.

A perda preferencial de células Th17 no trato gastrointestinal de individuos
infectados pelo HIV-1 também ja foi proposta como um mecanismo crucial para a perda
da homeostase dos enterdcitos, ja que a citocina IL-17 secretada por esta subpopulacdo é
importante na defesa contra bactérias e fungos nas superficies mucosas e na proliferacdo
dos enterdcitos (Brenchley & Douek. 2008). De fato, na infeccdo por SIV em hospedeiros
naturais este compartimento celular encontra-se preservado (Brenchley & Douek. 2008).

A identificacdo da perda da integridade da barreira intestinal associada a
passagem de produtos microbianos e inducdo da ativacdo imune foi demonstrada de forma
elegante por Estes e colaboradores (2010). Neste estudo, a utilizacdo de técnicas de
imunohistoquimica em especimes teciduais de macacos rhesus cronicamente infectados
por SIV permitiu a observacdo de LPS na lamina prépria e nos linfonodos mesentéricos e
axilares, bem como a colocalizagdo com as citocinas IFN-o e IL-18. Em adigdo, a
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coloracdo da proteina claudina-3 nas jungdes do tipo tight revelou a perda epitelial da
barreira de mucosa nesses animais, diferentemente do que foi observado na infeccdo dos
hospedeiros naturais, onde as juncdes se encontravam preservadas. Paralelamente,
demonstrou-se in vitro a diminuicdo da resisténcia transepitelial (RT) de uma linhagem
celular intestinal frente a cepas laboratoriais X4 e R5 do HIV-1(Nazli et al .2010). Este
fato estava correlacionado a interrupcdo das proteinas claudina, ocludina e ZO-1 nas
juncdes do tipo tight e pela producdo aumentada de TNF pelas células epiteliais da
monocamada. A neutralizagdo do TNF reverteu o efeito da diminui¢do da RT e diminuiu a
translocacdo microbiana (Nazli et al .2010).

Assim, ¢ sabidamente aceito que a profunda deplecdo de células T CD4", bem
como a intensa replicacdo viral ocorre nos tecidos linfoides (linfonodos, placas de Peyer e
lamina prdpria) ainda na fase aguda da infecgdo pelo HIV-1. Tais eventos estdo associados
ao dano estrutural e imunoldgico causado no tecido linfoide associado a mucosa (GALT),
o0 qual favorece o fendmeno da translocacdo microbiana que perdura durante toda a fase
cronica da doenca e pode contribuir para a persisténcia do grau de ativagdo local e
periférica do sistema imune (Douek et al. 2009). Neste cenério, a ativacdo imune leva a um
consequente processo de fibrose, que se caracteriza pelo desequilibrio entre 0s mecanismos
de degradacdo e deposi¢cdo de componentes da matriz extracelular, entre eles, o colageno.
O processo fibrético culmina na destruicdo da arquitetura linfoide, o qual por sua vez,
limita a reconstituicdo das células T CD4" por alterar o nicho de sobrevivéncia e
crescimento dessas células (Schacker et al. 2002). Tal fibrose que leva gradualmente a
perda da funcdo dos tecidos linfoides na infeccdo pelo HIV-1 é similar aquela que ocorre
na patogénese da cirrose nas infecgcdes crénicas pelos virus da hepatite B e C.

A extensdo da deposicdo de colageno ja foi associada negativamente ao numero
de células T naive no tecido linfoide de individuos HIV-1 positivos (Schacker et al. 2006)
e recentemente este mesmo grupo verificou que tal deposicdo limitou a reconstituicdo
imune no intestino (Estes et al. 2008), ratificando o valor preditivo do processo de fibrose
na deplecdo e recuperacio de T CD4" nos tecidos linfoides. Além disso, o processo
fibrético pode ajudar a prever o grau de reconstituicdo das células T CD4" periféricas
(Schacker et al. 2005). Embora a introducdo da TARV na fase inicial da infeccdo pelo
HIV-1 possa ajudar a restaurar a populacdo de células T CD4" (George et al. 2005), a
maioria dos estudos verificou que os sitios efetores do GALT ndo séo reconstituidos
(Mehandru et al. 2006).
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A taxa de reconstituicio dessas células T CD4" depletadas da mucosa define a
taxa de progressao para AIDS em macacos rhesus infectados por SIV (Picker et al. 2004).
Por outro lado, os hospedeiros naturais da infec¢do, que também perdem uma fragéo
importante de células T CD4" do trato gastrointestinal na fase aguda da infeccéo por SIV,
apresentam niveis baixos de LPS e ativacdo celular na presenca de alta viremia e ndo
progridem para AIDS. Isso sugere a presenca de mecanismos imunoldgicos capazes de
manter a integridade da mucosa e controlar patdégenos oriundos desse local, bem como a
consequente resposta inflamatéria (Brenchley et al. 2006a, Gordon et al. 2007).

Dessa maneira, pode-se dizer que a intensa replicacdo viral na fase aguda da
infeccdo inicia o processo de ativagdo do sistema imune e deplecdo de T CD4" na mucosa,
com consequente translocacdo de produtos microbianos para a circulagdo. Este processo
por sua vez, alimenta a ativagdo sistémica na fase cronica da infeccdo, com aumento da
producdo de citocinas pré-inflamatorias e proliferacdo celular gerando novos alvos para o
virus. Assim, perpetua-se a replicacio viral, a deplecdo de linfocitos T CD4", a enteropatia
e a propria ativacdo do sistema imune num verdadeiro ciclo vicioso (Douek et al. 2009).
Estratégias terapéuticas que objetivem diminuir a propagacgdo viral na mucosa e os efeitos
deletérios de ativacdo celular, ao lado de agentes anti-inflamatdrios e/ou anti-fibréticos séo
extremamente necessarios para reduzir a mortalidade e melhorar a condi¢édo clinica dos

pacientes HIV positivos.

2.3 Coinfeccdes — cofatores da ativacao celular

A estimulacdo antigénica exercida por outras infecgdes cronicas vem sendo
considerada como um importante cofator para o estado geral de ativagdo imune e
patogénese em individuos concomitantemente infectados pelo HIV-1. Assim, a coinfec¢édo
com certos micro-organismos oportunistas, incluindo, bactérias, protozoarios, fungos e
outros virus pode ndo somente interferir diretamente na patogénese e morbidade, mas
também desempenhar um importante papel na suscetibilidade e/ou na progressdo da
infeccdo pelo HIV em direcdo a AIDS (Bentwich, 1995 e 1996). Além disso, o
comprometimento imunoldgico ao lado da deplecdo de células T CD4" na infecgdo pelo
HIV-1 pode contribuir para a reativacao e/ou persisténcia de varios patdgenos.

No que diz respeito a coinfeccdo HIV/Mycobacterium tuberculosis niveis
elevados de ativagdo celular, porém similares aos seus controles HIV positivos foram
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observados em pacientes coinfectados. Tais niveis foram maiores quando comparados aos
controles apenas com tuberculose e individuos sadios (Rodrigues et al. 2003).
Recentemente, Giacoia-Gripp e colaboradores (2011) verificaram altos percentuais de
células HLA-DR™ na populagio de linfécitos T CD3" e de CD38" em T CD8" em pacientes
com coinfeccdo HIV/M.leprae. Neste estudo, particularmente, seis pacientes coinfectados
foram identificados em IRIS, e apresentaram um aumento nos niveis de ativagdo num
momento anterior a reagdo inflamatdria e uma queda apds o tratamento com corticoide.

Os pacientes coinfectados com malaria por P. falciparum também apresentaram
niveis aumentados de ativacao linfocitaria em relacdo aos monoinfectados com HIV-1 ou
com malaria. Considerando que a malaria também leva a uma intensa ativacéao de células T
CD4", esses resultados sugeriram uma potencializacdo dos niveis de ativagio nos pacientes
concomitantemente infectados pelo HIV-1 (Chavale et al. 2012).

Outras infeccBes virais persistentes também podem agir como importantes
cofatores para a maior ou menor progressdo da infeccdo pelo HIV-1. CoinfeccGes com 0s
virus da hepatite B (HBV), C (HCV) e G (GBV-C) séo frequentemente encontradas devido
a rotas de transmissdo similares (sexual, parenteral e vertical). O percentual de células T
CD8" especificas para citomegalovirus (CMV) e para o virus Epstein-barr (EBV)
encontra-se ativado em pacientes coinfectados pelo HIV-1 (Doisne et al. 2004).

Um estudo prévio realizado com pacientes coinfectados HIV/HTLV-1 revelou
que apesar de valores normais de linfocitos T CD4", a subpopulagdo de células naive se
encontrava diminuida, aliada a um elevado grau de ativacdo celular (Gudo et al. 2009).
Estudos futuros poderdo esclarecer se estas modificaces poderdo ser consideradas
preditoras de uma progressdo mais rapida para a AIDS. Por outro lado, ja se observou uma
menor progressdo da infeccdo pelo HIV-1 em pessoas coinfectadas com o GBV-C. Os
principais mecanismos propostos foram a manutencdo do perfil de citocinas do tipo 1 em
pacientes coinfectados, favorecendo uma resposta anti-HIV, o que ndo foi encontrado em
pacientes apenas HIV positivos (Nunnari et al. 2003) e uma segunda hipotese seria a
habilidade do GBV-C inibir a entrada e posterior difusdo do HIV-1 pelo bloqueio do
coreceptor de entrada viral, o CCR5 (revisto por Northfield et al. 2005). Recentemente, a
replicacdo do GBV-C foi associada a uma menor ativacdo de células T em individuos
recentemente infectados pelo HIV-1, independente da carga viral e contagem de linfocitos
T CD4" (Maidana-Giret et al. 2009).
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2.4 Ativacdo celular e resposta pro-inflamatoria na leishmaniose visceral -

implicacdes na imunopatogenia da coinfeccao Leishmania/HIV-1

O conceito de que a LV cursa com um intenso grau de ativacdo do sistema imune
é cada vez mais consistente (Goto & Prianti. 2009, Costa et al. 2010). De forma paradoxa,
este fendmeno é concomitante ao estado de imunossupressdo que ocorre durante a fase
ativa da doenga (Saha et al. 2006, Goto & Prianti. 2009). Além disso, 0 processo de
ativacdo celular ndo esta diretamente relacionado a resolucéo da infecgdo, uma vez que a
infeccdo progride mesmo na presenca de niveis elevados de citocinas importantes para o
controle e eliminacdo do parasito (Melby et al. 2001, Peruhype-Magalhaes et al. 2006). A
presenca de mecanismos deativadores concomitantes a ativacao celular, com a liberagdo de
IL-10 e TGF-B capazes de agir sobre os macrofagos e permitir a replicagdo do parasito
foram recentemente revisados (Goto & Prianti. 2009).

Outro importante mecanismo sabidamente conhecido por ocorrer na fase ativa da
LV é a ativagdo policlonal de células B. A producdo de uma grande quantidade de
anticorpos especificos ou ndo aos antigenos de Leishmania, logo ap6s a infeccdo e anterior
ao desenvolvimento das anormalidades celulares é bem documentada na LV (Neogy et al.
1987, da Matta et al. 2000, Atta et al. 2004). Estes ultimos trabalhos demonstraram a
presenca de varios isotipos de imunoglobulinas, como IgM, IgE, IgG e as subclasses de
IgG. Entretanto, o papel desses niveis elevados de anticorpos no que se refere a patogénese
ou a protecdo ainda ndo estad definido. Calda e colaboradores (2005) também verificaram
altos niveis de anticorpos IgG anti-Leishmania em todas as subclasses nos pacientes de
LV. Estes niveis declinaram ap0s o tratamento, embora para valores de absorbancia ainda
maiores do que o cut-off estabelecido. Adicionalmente, a presenca dessas imunoglobulinas
em grande quantidade pode contribuir para niveis aumentados de complexos imunes
circulantes (Galvao-Castro et al. 1984).

Finalmente, umas das principais consequéncias de um sistema imune ativado é a
presenca de uma resposta inflamatéria (Mogensen et al. 2009). De fato, varios estudos
anteriores verificaram a presenca de citocinas pro-inflamatorias durante a fase ativa da LV,
dentre elas, a IL-8, TNF e IL-6 (Barral-Neto et al. 1991, Peruhype-Magalhdes et al. 2006,
Nylen et al. 2007). Niveis plasmaticos aumentados de IL-10 e IFN-y também ja foram
observados em pacientes de LV com doenga ativa, levando um determinado tempo para
retornar aos niveis basais apds o tratamento especifico (Caldas et al. 2005).
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A ativacdo do sistema imune na LV tambem ja foi associada as alteragcdes em
orgéos nao-linfoides, como pulmao (Duarte et al. 1989), figado (El Hag et al. 1994) e rim
(Dutra et al. 1985), o que ratifica a existéncia de mecanismos imunes lesivos na presenca
de uma intensa ativacdo celular. Geralmente, as alteragOes renais observadas em pacientes
com LV estd relacionada a deposicdo de complexos imunes (Dutra et al. 1985). A
patogénese da glomerulonefrite foi recentemente estudada na LV canina e a presenca de
linfocitos T CD4", bem como de antigenos parasitarios foram implicados no processo
(Costa et al. 2000 e 2003).

O conceito de que o substrato patogénico na LV pode incluir a resposta
inflamatdria sistémica associada a faléncia multipla dos o6rgdos faz dessa doenca algo
muito similar ao que ocorre na sepse. Um estudo de caso controle realizado em pacientes
de LV no Piaui revelou que os fatores de risco para morte na LV correlacionavam-se com
a acdo clinica de varias citocinas pré-inflamatorias (Costa et al. 2010). Estudos continuos
S80 necessarios para investigar 0s mecanismos precisos que contribuem para essas
anormalidades imunoldgicas verificadas na LV, embora se acredite que o parasito possa
estar envolvido direta ou indiretamente neste processo.

Considerando as caracteristicas acima descritas, no que se refere a
imunopatogenia da LV e da infeccdo pelo HIV-1 especula-se que os distarbios
imunolégicos causados por ambas as enfermidades irdo afetar de modo reciproco os
pacientes coinfectados. Além disso, o fendmeno da intensa ativagcdo do sistema imune
aliada a resposta pro-inflamatéria pode se apresentar potencializado na coinfec¢éo,
promovendo um agravamento da condi¢do clinica dos pacientes.

Dessa maneira, a Leishmania pode influenciar a progressdao para a AIDS ao
contribuir para 0 aumento da ativacdo celular, que por sua vez, aumenta a suscetibilidade
das células alvo a infeccdo, como também contribui para o aumento da replicacdo viral
(Wolday et al. 1999). Esse aumento da carga viral pode ocorrer tanto nos individuos
coinfectados, como em culturas in vitro (Cacopardo et al. 1996, Zhao et al. 2004). Um dos
mecanismos propostos para o aumento da replicacdo viral é a presenca de uma importante
molécula presente na superficie do parasito, o lipofosfoglicano (LPG). O LPG aumenta a
transcricdo viral em células mononucleares de sangue periférico in vitro, tendo como
principal mecanismo a participagao do fator de transcricdo NF-KB (Bernier et al. 1998) e o
consequente aumento da produgdo de TNF (Wolday et al. 1999), citocina previamente
relacionada ao aumento da expressdo de HIV-1 em células T e mondcitos (Mellors et al.
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1991). Mais recentemente, a presenca de formas amastigotas de L.infantum promoveu o
aumento da replicacdo do virus em coculturas de células dendriticas humanas e linfocitos
T CD4" autdlogos. Tal resultado foi atribuido & secrecdo de fatores sollveis pelas células
dendriticas, induzidos pelo parasito, entre eles a IL-6 e 0 TNF (Garg et al. 2009).

Estudos anteriores in vivo demonstraram que a citocina pré-inflamatoria TNF esta
envolvida nos mecanismos de defesa contra a Leishmania (Barral-Neto et al. 1991 e
Cenini et al. 1993), normalizando seus niveis apos a terapia. Dessa maneira, um aumento
na producdo de TNF é esperado em individuos infectados pelo HIV-1 quando o sistema
imune é ativado por doencas oportunistas, como a leishmaniose. Medrano e colaboradores
(1998) verificaram que os pacientes coinfectados com leishmaniose visceral e HIV-1
(LV/HIV) apresentaram niveis aumentados de TNF quando comparados aos seus controles
HIV positivos sem LV. Tais niveis permaneceram elevados mesmo apds a recuperacéo e
tratamento da LV e foram acompanhados por uma queda progressiva na contagem de
células T CD4" e um aumento da viremia. Esses dados sugerem que a secrecdo de TNF
pode resultar em importantes alteracGes viroldgicas e imunoldgicas nos pacientes
coinfectados com a forma visceral da doenca.

A LV também pode contribuir para a diminui¢do das contagens de linfocitos T
CD4" em pacientes concomitantemente infectados pelo HIV-1 (Sinha et al. 2006).
Recentemente, nosso grupo verificou baixas contagens de linfocitos T CD4" em pacientes
LV/HIV-1 durante a fase ativa da doenca que assim permaneceram na fase de remisséo
clinica, apesar do tratamento para Leishmania e do uso de TARV (Alexandrino-de-
Oliveira et al. 2010), sugerindo que de fato, a LV pode agravar a imunodeficiéncia de
individuos infectados pelo HIV-1. A maior deplecdo de T CD4" nos pacientes LV/HIV-1
também pode ser consequéncia dos niveis mais altos de ativacdo do sistema imune nesses
pacientes (Grossman et al. 2002).

Por outro lado, sabe-se que o controle ineficiente da replicacdo do parasito, em
funcdo da imunossupressao provocada pelo HIV-1 pode resultar em uma carga parasitaria
mais elevada, do que aquela observada em individuos sem HIV-1 (Antinori et al. 2007).
Este fenémeno pode ser refletido pela exploséo dos casos de reativacdo da LV, observada
nas areas de alta prevaléncia de infeccdo por Leishmania e HIV. Além disso, a continuada
replicacdo parasitaria na presenca da terapia especifica para Leishmania leva a um
aumento da resisténcia ao tratamento (Alvar et al. 2008).
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A infeccdo pelo HIV-1 também inibe a proliferacdo de linfocitos T e a producao
de IFN-y frente aos antigenos de Leishmania spp (Da-Cruz et al. 1992, 2006),
prejudicando a resposta imune celular e favorecendo a disseminacéo do parasito, que pode
ser encontrado em localizacGes atipicas em individuos com HIV-1. Neste sentido, formas
amastigotas tém sido recuperadas de outros o¢rgdos fora do sistema fagocitico
mononuclear, como nas glandulas adrenais, fluido cerebroespinhal, laringe e até miocardio
(Alvar et al. 2008). Individuos coinfectados com baixas contagens de células T CD4"
também j& apresentaram formas amastigotas na pele, pulmdes e tonsilas (Rosenthal et al.
2000), reforcando o conceito de que a expressdo da leishmaniose estd diretamente
relacionada ao status imune do hospedeiro. Por fim, formas amastigotas também podem
ser detectadas no trato gastrointestinal de pacientes apenas com LV (Muigai et al. 1983,
Luz et al. 2010) devido as alteracBes nas vilosidades e criptas, ou mesmo pela oclusdo da
mucosa pelos parasitos ou crescimento bacteriano. Assim, o envolvimento intestinal em
pacientes coinfectados € esperado (Balkhair et al. 2008, Gémez-Senent et al. 2009) e pode
agravar a ativacdao imune local e a producao de citocinas inflamatorias. Outro importante
indicativo do prejuizo da resposta imune celular a Leishmania é a negatividade do teste de
Montenegro em pacientes HIV positivos (Alvar et al. 2008), sugerindo que células de
memdaria também podem ser afetadas na coinfeccao.

Estudos anteriores de nosso grupo (Da-Cruz et al. 2006) verificaram gque pacientes
coinfectados com HIV-1 e LTA apresentaram um percentual elevado de CD38" em T
CD8", bem como de HLA-DR em T CD3", na fase ativa da leishmaniose, enquanto nos
casos em remissdo, estes niveis foram baixos. O acompanhamento prospectivo de
pacientes coinfectados desde a fase ativa da doenca até longos periodos apés o tratamento
é indispensavel para se investigar se tais moléculas poderdo ser utilizadas como
parametros imunoldgicos para o prognéstico e grau de comprometimento imune dos
pacientes com LV/HIV. Por fim, citocinas como TNF, IL-1p e IL-6 também se encontram
elevadas em individuos infectados pelo HIV-1 e podem néo reduzir mesmo com o uso de
TARYV (Connolly et al. 2005), mantendo o estado geral de ativacdo, o0 que pode contribuir
para agravar a resposta inflamatoria em pacientes coinfectados com LV.

Embora, a introdugdo da TARV tenha modificado a histdria natural da infecgdo
pelo HIV e suas infec¢cdes oportunistas relacionadas (Lawn et al. 2001), incluindo a LV
(Tumbarello et al. 2000, Lopez-Velez et al. 2001, Del Giudice et al. 2002), ela ndo tem

prevenido as reativacfes (Cota et al. 2011). Alguns pacientes com histéria de LV que
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apresentaram uma boa resposta a TARV, reativaram a doenca apesar da carga viral
indetectavel e parcial restauracio da contagem de células T CD4" (Casado et al. 2001) o

que pode indicar a persisténcia do parasito.

2.5 Exaustao do sistema imune como consequéncia da ativacéo celular — implicacgdes

para os pacientes de coinfeccdo Leishmania/HIV-1

2.5.1 Imunosenescéncia

A deterioracdo da competéncia imune é parte de um processo natural do
organismo que ocorre com o envelhecimento em decorréncia dos sucessivos momentos de
ativacdo do sistema imune ao longo da vida. Esse processo tem como resultado o declinio
do sistema imune, que explica em parte, a morbidade e a mortalidade aumentada nesses
individuos imunocompetentes. Por analogia, vem sendo considerado que o intenso grau de
ativacdo imune na infeccdo pelo HIV-1 pode acelerar o envelhecimento do sistema imune,
fazendo com que individuos infectados exibam de forma mais grave e antecipada,
caracteristicas imunoldgicas apresentadas apenas por adultos em idades mais avancadas;
este processo denomina-se imunosenescéncia e pode se manifestar de maneira clonal e/ou
global (Appay et al. 2007). Além disso, a imunosenescéncia pode ser agravada na
coinfeccdo com a LV, ja que esta também cursa com um comprometimento sistémico e
ativacdo policlonal do sistema imune.

Atualmente o conceito de que a infeccdo pelo HIV-1 causa proliferacdo celular
acelerada, expansdo e morte de células T € bem aceito, e um dos principais fatores
relacionados a esse intenso turnover de células T, inclusive de células especificas ao virus
é a persistente ativacdo do sistema imune (Grossman et al. 2006). Essa intensa proliferacdo
celular gera inimeros clones de células T CD4" e TCD8" terminalmente diferenciados,
reconhecidos pelo fendtipo CD27'CD28 (Papagno et al. 2004). Essas subpopulacdes
tendem a perder a capacidade de secretar citocinas, como IL-2 e IFN-y, apresentam menor
diversidade do repertorio de células T (TCR) e maior suscetibilidade a morte induzida por
ativacdo (Appay et al. 2007). Neste cenério, o individuo perde o controle da resposta
imune ao virus, que ndo é eliminado apesar da presenca de células T CD8" especificas
diferenciadas (Appay et al. 2002). Além disso, esses individuos infectados também passam

a apresentar maior suscetibilidade a outras doencas infecciosas oportunistas, entre elas a
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leishmaniose que pode, por sua vez, acelerar o processo de ativacdo celular e
envelhecimento da populacgéo de células T.

Apesar da intensa proliferagdo observada mediante o processo de ativacao celular,
ja foi previamente descrito que as células possuem um tempo de vida limitado, alcangando
um estado de senescéncia replicativa que esta diretamente relacionado ao numero de
divisdes celulares. A senescéncia replicativa pode ser observada através da expressao da
molécula CD57 na superficie das células T (Brenchley et al. 2003, Papagno et al. 2004,
Focosi et al. 2010), perda da capacidade replicativa das células in vitro frente a mitdgenos
(Brenchley et al. 2003), bem como pelo encurtamento do telémero (Hodes et al. 2002). O
comprimento do telémero é reduzido a cada divisdo celular e esta reducdo pode causar
uma instabilidade no cromossomo, de modo a causar uma parada na proliferacdo da célula
e/ou sua apoptose (Hodes et al. 2002). A diminui¢édo da atividade da telomerase, enzima
envolvida na manutencdo do comprimento do telémero, é diminuida com a estimulagédo do
sistema imune, comprometendo a capacidade replicativa das células T especificas ao HIV-
1 que alcancam a senescéncia (Plunkett et al. 2007). Neste cenario, células T CD8"
especificas de individuos controladores da infeccdo pelo HIV-1 apresentaram
comprimento do teldmero longo e alta atividade da telomerase. Em contrapartida,
telomeros curtos foram observados nas células dos chamados progressores tipicos
(Lichterfeld et al. 2008).

A ativacédo crénica do sistema imune ao lado de uma replicacdo viral persistente,
mesmo que em niveis basais, leva a exaustdo de certos clones, pela perda da capacidade
replicativa, tornando-os senescentes. A exaustdo clonal pode se apresentar ainda mais
grave quando ocorre a perda irreversivel de uma subpopulacdo de células especificas ao
virus que morre por apoptose induzida pela ativagdo (Brenchley et al. 2003). E importante
destacar que a perda desses clones especificos para a resposta imune na infeccao pelo HIV-
1, capazes de reconhecer importantes epitopos virais, pode ajudar a explicar a perda do
controle da replicacdo viral e o desencadeamento da AIDS (Appay et al. 2008). Além
disso, dependendo da especificidade que é perdida pode ocorrer um comprometimento da
resposta imune frente a outros patdgenos.

A exaustdo imune, entretanto, vai além da simples perda de alguns clones
especificos para o HIV-1. Na verdade, o que se observa € um direcionamento da populagéo

de células T para um verdadeiro estado oligoclonal e senescente, com acumulo de células
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terminalmente diferenciadas, as quais ndo sdo repostas por um pool de células naive
(Papagno et al. 2004).

A principio, o sistema imune seria capaz de compensar essa perda de células T
CD4" depletadas, bem como, substituir aquele pool celular altamente diferenciado, pelo
aumento da producdo de novas células pela medula 6ssea e, posterior maturagdo no timo;
liberando para a periferia um repertério celular com novas e diferentes especificidades.
Entretanto, os recursos primarios sdo limitados e ocorre uma perda da capacidade de
renovacdo dessa populagdo de celulas pelo timo em individuos HIV-1 positivos (Douek et
al. 2000). Assim, a diminuicdo das funcdes da medula déssea e do timo pode ser o resultado
da exaustdo dos recursos imunes primarios, levando a alteracdo da homeostase
imunoldgica, e caracterizando o processo de imunosenescéncia. Este processo culmina na
quebra entre a resposta imune especifica e a replicacdo viral basal, com subito aumento da
viremia, deplecdo das células T CD4" ainda existentes e colapso do sistema imune, que
ndo possui mais a capacidade de controlar o aparecimento e/ou reaparecimento de qualquer
outra patologia, caracterizando a AIDS.

Recentemente, a exaustio de células T CD8" especificas ao HIV-1 foi avaliada
atraveés da expressdo elevada da molécula PD-1, (morte programada do inglés death
programmed). PD-1 é um receptor inibitorio da familia CD28 expresso na superficie da
membrana de linfocitos T, B, mondcitos e células NKT apds a ativacdo (Okazaki et
al.2005, Saresella et al. 2012). Estudos anteriores verificaram que a elevada expresséo de
PD-1 na populacéo de linfocitos T CD4" e T CD8" nos individuos com infec¢o cronica
pelo HIV-1 se correlacionava positivamente com a carga viral e negativamente com as
contagens de células T CD4", sugerindo uma relagdo entre a expressdo de PD-1 e a
progressao da doenca (Day et al. 2006, Trautmann et al. 2006). Resultados similares foram
verificados em individuos sob TARV, com diminuicao da expressdo de PD-1 apds o inicio
do tratamento e aumento repentino mediante o retorno da viremia pos-interrupcdo da
terapia (Trautmann et al. 2006) . Em contrapartida, individuos ndo progressores
apresentaram um percentual menor de células T CD8" citotoxicas positivas para PD-1
(Zhang et al. 2007).

Ainda ndo esta totalmente esclarecido o mecanismo intrinseco nessa regulagéo
negativa de PD-1com seu ligante PD-L1 na fungéo efetora de células T especificas, mas
acredita-se que seja pelo prejuizo na secrecao de citocinas (Day et al. 2006, Trautmann et
al. 2006) e/ou pelo aumento da suscetibilidade a apoptose (Petrovas et al. 2009).
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Consistente com esse pensamento, 0 bloqueio da via PD-1/PD-L1 resultou no aumento da
capacidade proliferativa dessas células frente ao antigeno especifico, na secrecao de IFN-y
e no aumento da atividade citotoxica, melhorando assim, a funcéo efetora das células
especificas (Day et al. 2006, Trautmann et al. 2006). Recentemente, 0 mecanismo
responsavel pela recuperacdo da capacidade proliferativa dos linfocitos T especificos apds
0 blogueio da via PD-1-PD-L1 foi elucidado e envolve o aumento da atividade da
telomerase, com subsequente aumento do comprimento do telémero (Lichterfeld et al.
2008). Esses trabalhos mostraram que o prejuizo funcional é reversivel e que um novo alvo
terapéutico na infeccdo pelo HIV-1 poderia se basear na recuperacdo das células que
sofreram exaustéo clonal.

Interessantemente, alguns autores consideram que é importante destacar que essa
diminuicdo reversivel da fungdo imune é completamente diferente daquela descrita
anteriormente, em que ocorre a perda irreparavel de certos clones especificos para o
controle do HIV-1. Neste sentido, Sauce e colaboradores (2007) demonstraram que a
expressdo de PD-1 nas células T variava de acordo com o estagio de diferenciacdo e com o
grau de ativacdo das células. Dessa maneira, uma interpretacdo mais cautelosa a respeito
da expressdo aumentada de PD-1 faz-se necessaria, ja que esta pode refletir uma exaustéo
celular ao lado do descontrole da replicacédo viral, mas também pode ser apenas o resultado
da diferenciacdo de células T especificas, ativadas na presenca da carga viral,
independentes do processo de exaustdo clonal. Consistente com este ultimo fato, células
positivas para PD-1 podem ser capazes de secretar citocinas e exibir perfis multifuncionais
(Petrovas et al. 2006, Sauce et al. 2007). A expressao de PD-1 pode fazer parte de um
mecanismo homeostatico de controle da proliferacdo e de apoptose das células T ja em
estagios intermediarios de diferenciacdo, enquanto que niveis baixos ou ndo expressdo
pode ser uma caracteristica de células de memdria central ou inicialmente diferenciadas
(Petrovas et al.2006). De qualquer maneira, esses estudos apontam que a expressdo de PD-

1pode contribuir para alguns dos defeitos funcionais observados nas células T citotdxicas.

2.5.2 Prejuizo das funcdes timicas e da diversidade de linfocitos T

O timo € um o6rgéo linfoide central sabidamente reconhecido por desempenhar um
papel importante na patogenia da infeccdo pelo HIV-1 e, portanto, qualquer prejuizo na
sua funcdo leva a um desequilibrio na geracdo de novas células T (Douek et al. 1998).
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Vérias razdes ja foram implicadas nesse processo de exaustdo do pool de células naive da
periferia, dentre elas, a infeccdo direta das células do estroma timico e dos timdcitos,
involucdo timica, similar a que ocorre com o avango da idade, efeitos de citocinas pro-
inflamatorias (TNF), ou mesmo a destruicdo da arquitetura do tecido linfoide timico pelo
aumento do processo fibrotico, resultante da ativacdo do sistema imune (revisto por Appay
et al. 2008). A infeccdo de células-tronco hematopoiéticas também ja foi relatada na
infeccdo pelo HIV-1 (McCune. 2001).

Da mesma maneira que a infecgdo pelo HIV-1, a imunopatogénese da LV
também € bastante complexa e compromete diferentes 6rgéos linfoides (Saha et al. 2006).
Interessantemente, apesar do prejuizo da resposta imune efetora especifica a antigenos de
L. infantum, paradoxalmente ocorre em paralelo um processo de ativacdo policlonal
cronico. Neste contexto, pacientes coinfectados, especialmente com a forma visceral da
doenca podem apresentar um efeito sinérgico sobre o comprometimento do sistema
hematopoiético (Saha et al. 2006), e por sua vez, comprometerem a liberacdo de
precursores de linfécitos T que completardo sua maturacdo no timo e constituirdo novos
clones na periferia.

As células T recentemente geradas e exportadas para a periferia sdo denominadas
emigrantes timicos recentes (ETC). A deteccéo e a quantificacdo desses emigrantes timicos
recentes fornecem uma medida acurada da funcgéo timica ajudando a determinar se o timo
esta contribuindo para a repopulacdo de células naive em adultos e consequentemente para
o repertorio de células T periféricas (Douek et al. 1998, Ye et al, 2002). No entanto, a
caracterizacdo da funcdo timica humana é dificultada pela auséncia de marcadores
fenotipicos que identifiquem os ETC.

Neste contexto, Douek e colaboradores (1998) desenvolveram um ensaio capaz de
estimar o chamado output timico em amostras clinicas através da quantificacdo dos
circulos de DNA epissomais gerados durante o processo de rearranjo dos genes do receptor
de células T (TCR), denominados circulos de excisdo do rearranjo do TCR do inglés TCR
rearrangement excision circles (TREC). Estes fragmentos de DNA s&o Unicos de células
Tap naive, sdo estaveis, ndo se duplicam durante a mitose das células, apresentando-se
diluidos a cada divisdo celular na periferia e vem sendo utilizados de forma bem sucedida
na quantificacdo da fungéo timica em varias situacdes, tais como, involugdo do timo com a
idade e em face de intervengdes que levem a uma deplecéo de células T periféricas, como
é 0 caso da infecgdo pelo HIV-1 (Douek et al. 2000, Ye et al. 2002).
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A populacdo de células T do sangue periférico € mantida em relativa homeostase
por toda a vida do individuo devido a reposicdo timica continua e pela proliferacdo de
células T ja existentes na periferia. A concentragio de TRECS em células TCD4" e TCD8"
de doadores saudaveis declina exponencialmente com a idade, mas a continuada presenca
de células TREC" na periferia pode refletir a sustentada reposicdo timica (Douek et al
1998, Zhang et al, 1999). Estes resultados verificaram que a involucdo timica em
consequéncia da idade afeta a timopoiese quantitativamente e ndo qualitativamente (Douek
et al, 2000), o que demonstra que os timacitos adultos ainda passam por rearranjo génico e
que o timo retém a capacidade funcional de gerar novas células T para a periferia.

A involucdo timica decorrente do envelhecimento pode agravar principalmente a
reconstituicdo de células T durante a infeccdo pelo HIV-1 (Douek et al. 2000),
quimioterapia, transplante de medula dssea (Castermans et al. 2011) e possivelmente em
outras infeccBes que possam afetar a medula 6ssea, como é o caso da LV (Saha et al.
2006). E importante destacar que na coinfeccdo Leishmania/HIV-1, o efeito da involucio
timica natural cursa ao lado das consequéncias do intenso processo de ativacdo do sistema
imune sobre o timo. O comprometimento da funcdo timica prejudica a reconstituicao
imune, o fornecimento de um repertorio diverso de células T capazes de responder a
potenciais neoantigenos, bem como a recuperacdo de especificidades clonais perdidas pela
deplecdo de células T e/ou pelo processo de exaustdo imune (Bofill et al. 2006, Appay et
al. 2008, Le et al. 2011).

Vaérios estudos vém demonstrando que a infec¢do pelo HIV-1 causa diminuicao
nos niveis de TRECS em células T naive do sangue periférico de seres humanos e de
macacos infectados com o SIV (Douek et al. 1998, Hatzakis et al. 2000, Sodora et al.
2002). Tal diminuicdo da funcgdo timica geralmente estd correlacionada a uma baixa
recuperacdo dos niveis de células TCD4" e do controle da carga viral plasmatica,
contribuindo para uma progressdo mais rapida para a AIDS (Hatzakis et al. 2000, Teixeira
et al. 2001).

No entanto, a funcdo da reposicdo timica e sua inibicdo pelo HIV-1 vém sendo
questionada ao longo dos anos, uma vez que os niveis reduzidos de TRECS nas células T
podem simplesmente refletir uma diluicdo secundaria a proliferacdo aumentada de células
T naive na periferia. Isso poderia ser decorrente da estimulacdo pelo virus e do intenso

processo de ativacdo do sistema imune (Hazenberg et al. 2000). Outros fatores

27



relacionados incluem a taxa elevada de morte de células T periféricas e a redistribuicao de
células TREC" para o tecido linfoide durante a infeccdo pelo HIV-1 (Ye et al. 2002).

Estudos prévios verificaram que criangas e adultos infectados pelo HIV-1 com
boa resposta @ TARV, apresentam um aumento nos niveis de TRECS entre as células T
naive (Douek et al. 1998, 2000, Chavan et al, 2001), sugerindo que o timo pode contribuir
para a reconstituicdo imune pés-TARV. No entanto, é preciso considerar que tal aumento
no conteudo de TREC em células T naive também pode resultar da reducédo das altas taxas
de proliferacdo e morte de células T, obtidas com a diminui¢do da ativacdo pelo uso de
TARYV (Hazenberg et al. 2000).

De uma maneira geral, a diminuicdo dos niveis de TREC nas células T na
periferia durante a infeccdo pelo HIV-1, bem como seu aumento pés-TARV devem ser
atribuidos a multiplos fatores, no qual uma combinacdo de eventos timicos e periféricos
pode contribuir para a perturbacdo na homeostase de células T, subjacente a patogénese da
AIDS. No entanto, a manutencdo e/ou retorno da atividade timopoiética em individuos
infectados pelo HIV-1 sob TARV pode ajudar na recuperagédo da resposta proliferativa de
células T aos antigenos e na normalizacdo do repertorio dessas células (Gorochov et al.
1998).

Neste cenario, pacientes concomitantemente infectados pelo HIV-1 e por
Leishmania, especialmente aqueles coinfectados com a forma visceral da doenga podem
apresentar um prejuizo maior da funcdo timica, devido ao comprometimento da medula
6ssea, com deficiéncia de liberacdo de novos progenitores de linfocitos T para maturacédo
no timo e elevados niveis de ativacdo linfocitaria causada por ambas as infec¢fes (Douek
et al. 2009, Goto&Prianti. 2009). Recentemente, a observacdo de que pacientes
coinfectados LV/HIV ndo recuperavam suas contagens de linfocitos TCD4" apds o
tratamento especifico para Leishmania, e uso da TARV ha& pelo menos 12 meses
(Alexandrino-Oliveira et al. 2010), pode sugerir 0 comprometimento timopoiético como

um mecanismo contribuinte nesta deficiéncia.

2.5.3 Repertorio de células T af

O repertorio de linfécitos T (TCR) e determinado pela diversidade genética e
antigénica dos seus receptores para antigenos. O TCR é um heterodimero composto por
uma cadeia alfa (o) e uma cadeia beta (B), covalentemente ligada por uma ponte dissulfeto
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(Meuer et al. 1983). Este heterodimero aff é expresso em cerca de 90% dos linfocitos T,
estando presente em ambas as subpopulacdes de linfocitos T CD4" e T CD8". Cada uma
dessas cadeias o e B apresentam um dominio variavel (V) e um dominio constante - C
(Meuer et al. 1983). A justaposicdo das regibes variaveis (V) das cadeias a e  forma o
sitio de ligacao e reconhecimento do complexo formado pelo peptideo e 0 MHC.

Os receptores dos linfocitos T sdo gerados pela recombinacdo somatica de
diferentes segmentos génicos durante a ontogenia, num processo chamado rearranjo
V(D)J, no qual também sdo gerados os TRECS. A porc¢do variavel da cadeia o é formada
pelo rearranjo dos segmentos V (variavel) e J (juncional), enquanto cadeia p é formada
pelo rearranjo dos segmentos V, D (diversidade) e J (Mak et al. 1987). Existem cerca de
70-80 segmentos Vo e 65 segmentos VB e estes se encontram agrupados em familias de
acordo com o grau de identidade na sequencia de nucleotideos (Kimura et al. 1987, Rowen
et al. 1996). Os linfocitos maduros que passaram pela selecdo timica irdo migrar para 0s
orgaos linfoides periféricos e constituirdo o chamado repertdrio de células T. A avaliacédo
do repertorio de células T tem se baseado no estudo das cadeias B, mais especificamente
nas familias que constituem a porcéo variavel da cadeia g (TCRVp).

Em relagdo a infeccdo pelo HIV-1, sabe-se que a expansdo de células T CD8"
citotoxicas especificas para o virus coincide com o declinio da viremia e certo controle da
replicagéo viral durante a fase aguda (Koup et al. 1994). Entretanto, ainda assim a doenga
progride, 0 que sugere que a resposta imune primaria capaz de controlar a replicagdo viral
pode ndo ser suficiente para promover um curso clinico favoravel (Pantaleo et al. 1994).
Dessa maneira, sugeriu-se que diferencas qualitativas estivessem envolvidas nessa resposta
e de fato, uma analise do repertério TCRV nesses individuos infectados pelo HIV-1 na
fase aguda indicou a existéncia de pelo menos trés perfis diferentes de expressdo das
cadeias VB do TCR: um perfil monoclonal, com a expressdo dominante de apenas uma
familia VB, um perfil oligoclonal, com a expanséo de duas ou mais familias V e um perfil
policlonal, com a expansdo de vérias familias VB ou ainda a auséncia de qualquer
expansdo. Pantaleo e colaboradores (1994 e 1997a) verificaram que a mobilizacdo de um
perfil mono-oligoclonal durante a fase aguda do HIV-1 estd associada com um mau
prognostico e progressdao mais rapida para a AIDS. Neste contexto, individuos néo-
progressores apresentam um repertdrio especifico e efetivo que pode permanecer estavel

ou mais diverso ao longo da infeccdo (Pantaleo et al. 1997a).
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Além disso, individuos infectados pelo HIV-1 podem exibir um ndmero elevado
de familias VB com distribuicdes diferentes entre os linfonodos e o sangue periférico, o
que e compativel com o fato do tecido linfoide ser o principal sitio de replicagdo viral e,
portanto, deste compartimento possuir linfocitos de varias especificidades antigénicas
diferentes (Ramzazoui et al. 1995).

Estudos iniciais sobre o repertorio TCRVp na infeccdo pelo HIV-1 sugeriram que
proteinas do HIV-1 poderiam atuar como superantigenos causando expansfes e dele¢Bes
de clones de células T carregando determinadas familias de Vp (Hodara et al. 1993,
Soudenys et al. 1993). Os superantigenos sdo proteinas virais ou bacterianas que possuem
um modo Unico de se ligar tanto as moléculas do MHC como nos receptores de células,
mais especialmente a certos dominios V. Tais superantigenos ndo necessitam do
processamento peptidico para serem reconhecidos e sdo capazes de estmular uma grande
quantifade de linfocitos T inespecificamente. Entretanto, essa hipotese inicial para a
infeccdo pelo HIV-1 vem sendo substituida por estudos subsequentes que mostraram
mudancas no uso das familias V3, com expansdes e reducbes de algumas delas, mas sem
delecbes de repertorio, mesmo em individuos com doenca avancada (Boldt-Houle et al.
1993, Cossarizza et al. 1995, Westby et al. 1998).

Uma vez que o perfil de distribuicdo do repertorio de células T utilizado pode
influenciar o prognoéstico da doenga é possivel que a introducdo da TARV resulte numa
resposta imune menos restrita do que aquela encontrada antes do tratamento, melhorando a
resposta imune especifica, ajudando inclusive a controlar o aparecimento de infeccdes
oportunistas. No entanto, os trabalhos descritos na literatura ainda sdo conflitantes no que
se refere ao efeito da TARV sobre a dindmica de normalizacdo do repertdrio. Alguns
estudos mostraram que a TARV promove a estabilizacdo do repertério VB durante a fase
aguda do HIV-1, reduzindo o perfil oligoclonal verificado antes do tratamento (Soudeyns
et al. 2000, Romiti et al. 2001). A analise da variacdo do comprimento da regido de
complementaridade 3 (CDR3) nos linfécitos T revelou alteragfes importantes dentro da
populagdo de células T CD4" naive em individuos infectados pelo HIV-1, que foram
revertidas e normalizadas ap0s a reducdo da carga viral e o aumento do output timico
obtidos pela TARV (Yin et al. 2009). Resultados similares foram observados em criangas
infectadas pelo HIV-1, cuja carga viral elevada e as baixas contagens de células T CD4" se
correlacionaram positivamente com as perturbagdes no repertorio de células T CD8" naive
(Kou et al. 2003).
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Em contrapartida, Giovannetti e colaboradores (2003) mostraram a manutencgéo
de um perfil oligoclonal no uso das familias VB em nove pacientes avaliados
prospectivamente até trés anos de TARV, sugerindo que o repertorio ndo é completamente
restaurado, mesmo diante da supressdo da viremia plasmatica e do aumento das contagens
de células T CD4". Um estudo prévio realizado por nosso grupo também evidenciou que
pacientes HIV-1 brasileiros apresentaram um perfil de distribuicdo oligoclonal do
repertdrio T apds a TARV, mas com a mobilizacdo de segmentos Vp diferentes daqueles
utilizados pelos individuos infectados, antes do tratamento (Giacoia-Gripp et al. 2005).

Dessa maneira, o repertorio de células T observado nos pacientes infectados pelo
HIV-1 é consequéncia da patogénese do virus, refletindo alteragdes quantitativas, mas
também qualitativas, ja que um desvio da resposta imune pode ser observado nesses casos.
Além disso, os efeitos sobre a modulagdo do TCRV ndo podem ser dissociados dos
efeitos causados pelas infeccdes oportunistas que aparecem nos estagios mais avancados
da doenca. Nesse contexto, a presenca de LV e de uma resposta imune especifica ao
parasito poderia contribuir para alterar ainda mais o perfil de distribuicdo do repertdrio
TCRVS.

No que se refere a LV, ndo existe nenhuma informacao na literatura sobre o perfil
de distribuicdo do repertorio de células T nos individuos acometidos. Os trabalhos
descritos se referem a modelos experimentais com cepas dermotropicas ou mesmo de
pacientes com LTA. Neste sentido, camundongos infectados por L.major apresentaram a
expanséo da familia Va8VB4 dentro da populacéo de células T CD4" (Reiner. 1993). Esta
populacdo foi implicada na producdo inicial de IL-4 nos linfonodos desses camundongos
apos a interacdo com o antigeno LACK, do ingés, Leishmania homologue of receptor for
activated C kinase (Launois et al. 1997).

Nos estudos em humanos, observou-se 0 aumento da expressdo da familia Vp14
nas lesdes de individuos infectados por L.guyanensis (Kariminia et al. 2007). De acordo
com este ultimo estudo, Claréncio e colaboradores (2006) ja tinham verificado uma
diminuicdo da expressdo de VP14 nas células T CD8" nos linfonodos de pacientes
infectados por L. braziliensis, o que poderia refletir a migracdo dessas células para o sitio
da infeccdo (Karinimia et al. 2007). De uma maneira geral, os estudos em LC tem
mostrado a dominancia de um perfil oligoclonal, similar ao que é visto na infeccdo pelo
HIV-1, com um ndmero limitado de familias V3 sendo expressos nas lesées (Ueymura et
al. 1993). Além disso, os pesquisadores ja observaram que os linfécitos T das lesdes dos
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pacientes apresentavam um perfil de TCR diferente daquele visto no sangue periférico.
Recentemente, as celulas do linfonodo de pacientes com LC ativa foram cultivadas in vitro
na presenca do antigeno de Leishmania e avaliadas para o uso do seu TCR. O repertério de
celulas T especificas implicou na expansdo de algumas familias simultaneamente a
diminuicdo de outras, sugerindo a presenca de mecanismos de proliferacdo e expansédo
clonal frente ao antigeno, bem como a possibilidade de apoptose apds a estimulagédo
(Claréncio et al. 2006). Além disso, a familia V12 se destacou entre os clones de
linfocitos T presentes no linfonodo, apds a vacinacdo dos individuos e nas respostas in
vitro frente ao antigeno especifico, apontando tal familia na resposta imune para a
Leishmania. As familias V9, Vp13.2 e V23 parecem ser preferencialmente expandidas
em pacientes com LTA clinicamente curados (Ferraz. 2010).

Considerando os dados acima descritos ao lado do fato das células T estarem
envolvidas na patogénese da LV e do HIV-1 e que o sistema imune encontra-se
comprometido nas duas infeccdes, torna-se importante investigar qual € o perfil de
distribuicdo do repertério do TCR nos pacientes coinfectados. Este estudo poderd nos
informar o qudo esse perfil difere ou ndo daqueles individuos acometidos por apenas umas
das enfermidades, bem como quais familias V[ sofrem expansdo e/ou restricdo mediante
uma situacdo de coinfeccdo LV/HIV-1. Além disso, a analise do repertorio dos linfocitos
capazes de reconhecer antigenos especificos de Leishmania ap6s a reconstituicdo imune
deve ser de grande importancia para se compreender a capacidade desses individuos
manterem 0s parasitos sob controle durante a remissdo da leishmaniose. O estudo do
repertorio especifico que é mobilizado frente aos antigenos de Leishmania ou HIV-1
também ajudard a entender de que maneira a intensa ativacdo celular e a consequente

exaustdo imune influenciam a reposta imune especifica.
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3. RACIONAL

A coinfeccdo Leishmania/HIV é uma doenca emergente em varias regides do
mundo e a evolucdo do agravo é profundamente dependente da resposta imune celular. A
desregulacdo do sistema imunologico provocada pelo HIVV compromete 0os mecanismos de
controle da Leishmania, assim como, componentes do parasito podemaumentar a
replicacdo do HIV, acelerando a evolucgéo para a Aids.

A ativacdo imune cronica é uma das principais caracteristicas da infeccdo pelo
HIV-1 e a utilizagdo de moléculas associadas a ativacdo celular € considerada um
importante parametro imunolégico para a avaliagdo do prognostico e do grau de
comprometimento imune dos pacientes HIV positivos. Ao mesmo tempo, na LV também
ocorre um processo de ativacdo policlonal crénico, o que pode se constituir um fator
adicional para a ativacdo celular em pacientes concomitantemente infectados pelo HIV-1.
Assim, disturbios imunoldgicos causados por ambas as enfermidades irdo afetar de modo
reciproco os pacientes coinfectados. Recentemente, altos niveis de ativacdo linfocitaria
foram observados na fase ativa da leishmaniose tegumentar (LT) em pacientes
coinfectados LTA/HIV, enquanto na fase de remisséo estes foram baixos (Da-Cruz et al.
2006) sugerindo que as moleculas CD38 e HLA-DR poderiam ser preditoras da evolugdo
da doenca e que o0 acompanhamento individual por longo prazo dos pacientes coinfectados
pode auxiliar no estabelecimento de parametros imunolégicos preditores do controle ou do
risco de reativacao, além de medidas terapéuticas que melhorem a qualidade de vida desses
pacientes.

A intensa ativacdo do sistema imune pode acentuar o comprometimento da funcéo
efetora nestes pacientes coinfectados LV/HIV-1 favorecendo a replicacdo parasitaria, o
que explicaria as frequentes reativacdes da doenca. Além disso, estudos anteriores ja
mostraram que a resposta imune celular ao parasito estd comprometida na coinfeccdo
Leishmania/HIV, o que poderia contribuir para o aparecimento de quadros clinicos
atipicos de disseminacdo da doenca, com visceralizacdes por espécies dermotrdpicas de
Leishmania ou manifestagdes cutaneas por espéecies viscerotropicas.

Véarios mecanismos podem contribuir para a ativacdo do sistema imune na
infeccdo pelo HIV-1 e na infec¢do por L. infantum sejam eles direto ou indiretamente
relacionados ao patdgeno. A deplecdo de células T CD4" do trato gastrointestinal durante a

infeccdo aguda pelo HIV-1 com consequente dano & barreira mucosa permite a
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translocacdo de produtos microbianos para a circulacdo e ja foi associada a ativagédo
cronica do sistema imune em individuos infectados. A LV também cursa com uma
profunda imunossupressdo e com parasitismo intestinal, o que poderia comprometer a
barreira mucosa e favorecer a passagem de produtos microbianos. Tais produtos poderiam
contribuir para 0 ambiente ativado e inflamatorio observado nos pacientes de LV. Além
disso, esse fendbmeno poderia ser potencializado em individuos concomitantemente
infectados por ambos patdgenos.

Recentemente, essa ativagdo também vem sendo associada ao alto turnover de
células T, com subsequente aumento de células terminalmente diferenciadas e diminuicéo
do output timico pela exaustdo dos recursos imunes primarios, semelhante ao que ocorre
em individuos idosos sadios. Dessa maneira, 0 estudo da perda da capacidade replicativa
dessas células, associada ao comprometimento do perfil de distribuicdo do repertério de
linfécitos T podem contribuir para o entendimento dos efeitos da interacdo entre esses
patdgenos na evolucdo da LV e do HIV/Aids. Por fim, o perfil de distribuicdo do
repertério de linfocitos T frente aos antigenos de Leishmania e do HIV-1 serd de
fundamental importancia para apontar possiveis direcionamentos da resposta relacionados
a reconstituicdo imunoldgica deficiente, ao controle do parasito ou as frequentes

reativacdes da doenca.
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4. OBJETIVOS

4.1 GERAL

Avaliar a influéncia da infeccdo por Leishmania no grau de comprometimento
imune e na ativagdo do sistema imune de individuos concomitantemente infectados pelo
virus da imunodeficiéncia adquirida tipo 1 (HIV-1), bem como avaliar o impacto da
reconstituicdo imune pos-terapia antiretroviral e tratamento anti-Leishmania na
recuperacdo da resposta imune celular e na evolucdo da leishmaniose visceral americana
(LV).

4.2 ESPECIFICOS

v Investigar se a leishmaniose (LV e LT) pode influenciar o grau de
comprometimento imune de pacientes coinfectados com HIV-1, através da contagem
de células T CD4" e das caracteristicas fenotipicas de linfocitos T de sangue periférico
quanto a expressdo de moléculas relacionadas a ativacdo celular (CD38 em T CD8"),
para definir se estas podem se constituir em marcadores imunolégicos preditores de
reativacdo da doenca, assim como, de prognostico de evolugédo favoravel.

v Investigar a ocorréncia do fendmeno da translocacdo microbiana em individuos
apenas infectados por L. infantum, assim como, sua possivel associagdo com as
fungdes linfocitarias efetoras, com vistas a investigar a presenca de um mecanismo
alternativo capaz de influenciar a ativacédo celular na LV.

v Avaliar fatores microbianos potencialmente associados a ativacdo celular através
da quantificacdo do parasitismo por Leishmania e de produtos da translocacao
microbiana, no intuito de entender as causas da manutencdo do status imune ativado de
individuos coinfectados com leishmaniose visceral e HIV-1 (LV/HIV-1), apesar da
terapia anti-Leishmania e do uso de antiretrovirais.

v' Avaliar o perfil de citocinas pré e anti-inflamatorias na coinfeccdo
Leishmania/HIV, com vistas a definir como se da a modulacdo das mesmas, mediante
0 intenso grau de comprometimento e ativacao do sistema imune.

v" Avaliar se o fendbmeno de imunosenescéncia ocorre na coinfeccdo Leishmania/
HIV e qual o seu impacto no curso clinico do agravo.

v Avaliar o repertdrio de linfocitos T ex vivo e in vitro pés-estimulo com antigenos
do parasito e/ou do virus, atraves da caracterizacao das regides variaveis da cadeia beta
(\VVP) do receptor, em pacientes coinfectados com LV e HIV-1, bem como verificar se a
terapia antiretroviral, aliada ao tratamento anti-Leishmania alteram o perfil de
expressdo das familias V[ nesses pacientes.
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5. METODOS E RESULTADOS

Artigo 1 (Publicado)

Titulo: “High levels of T lymphocte activation in Leishmania-HIV-1 co-infected
individuals despite low HIV viral load”

Autores: Joanna R. Santos-Oliveira, Carmem B.W. Giacoia-Gripp, Priscilla Alexandrino
de Oliveira, Valdir S. Amato, Jose Angelo L. Lindoso, Hiro Goto, Manoel P. Oliveira-
Neto, Marise S. Mattos, Beatriz Grinsztejn, Mariza G. Morgado, Alda M. Da-Cruz.

BMC Infectious Diseases 2010; 10: 358-363.

RESUMO

Introducdo: Infecges concomitantes podem influenciar a progressao do HIV por causar
uma ativacdo cronica levando ao declinio da funcdo de células T. Nas Ameéricas, a
leishmaniose visceral (LVA) e a leishmaniose tegumentar (LTA) emergiram como
infeccbes oportunistas importantes nos pacientes de HIV-AIDS e ambas tem sido
implicadas como cofatores potencialmente importantes na progressdao da doenca. NGs
investigamos se a leishmaniose aumenta a ativacdo linfocitaria nos pacientes co-nfectados
com HIV-1. Isso poderia contribuir para prejudicar a fungdo imune celular.

Métodos: Para abordar essa questdo, nds analisamos as contagens absolutas de linfocitos T
CD4" e a proporgdo de células T CD8" expressando a molécula CD38 em pacientes
coinfectados Leishmania/HIV que se recuperaram ap0s a terapia antileishmanicida.

Resultados: Noés encontramos que, apesar da remissdo clinica dos pacientes de
leishmaniose, os pacientes coinfectados de LVA apresentaram uma imunossupressao mais
grave, como sugerido pelas contagens de linfécitos T CD4"* abaixo de 200 células/mm?,
diferindo dos casos de LTA/HIV-AIDS que tendem a apresentar niveis mais elevados
(acima de 350 células/mm?®). Além disso, cinco dos nove pacientes de LVA/HIV-AIDS
apresentaram baixas contagens de linfocitos T CD4" apesar da carga viral baixa ou
indetectavel. A expressdo de CD38 sobre os linfocitos T CD8" foi significativamente mais
alta nos casos de LVA ou LTA/HIV-AIDS comparada aos pacientes de HIV-AIDS sem
leishmaniose ou individuos sadios.

Conclusbes: A infeccdo por Leishmania pode aumentar o grau de ativacdo do sistema
imune em individuos concomitantemente infectados com HIV. Em adicdo, pacientes
LVA/HIV-AIDS podem apresentar baixas contagens de células T CD4" e maiores
proporc¢des de linfécitos T ativados, mesmo quando a carga viral esta indetectavel pelo
controle da terapia antiretroviral (HAART). Este fato pode causar uma ma interpretagédo
desses marcadores laboratoriais nos pacientes coinfectados.
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Abstract

leishmaniasis or healthy subjects.

Background: Concomitant infections may influence HIV progression by causing chronic activation leading to
decline in T-cell function. In the Americas, visceral (AVL) and tegumentary leishmaniasis (ATL) have emerged as
important opportunistic infections in HIV-AIDS patients and both of those diseases have been implicated as
potentially important co-factors in disease progression. We investigated whether leishmaniasis increases
lymphocyte activation in HIV-1 co-infected patients. This might contribute to impaired cellular immune function.

Methods: To address this issue we analyzed CD4" T absolute counts and the proportion of CD8" T cells
expressing CD38 in Leishmania/HIV co-infected patients that recovered after anti-leishmanial therapy.

Results: We found that, despite clinical remission of leishmaniasis, AVL co-infected patients presented a more
severe immunossupression as suggested by CD4" T cell counts under 200 cells/mm?, differing from ATL/HIV-AIDS
cases that tends to show higher lymphocytes levels (over 350 ceHs/mmB), Furthermore, five out of nine, AVL/HIV-
AIDS presented low CD4" T cell counts in spite of low or undetectable viral load. Expression of CD38 on CD8" T
lymphocytes was significantly higher in AVL or ATL/HIV-AIDS cases compared to HIV/AIDS patients without

Conclusions: [eishmania infection can increase the degree of immune system activation in individuals
concomitantly infected with HIV. In addition, AVL/HIV-AIDS patients can present low CD4" T cell counts and higher
praportion of activated T lymphocytes even when HIV viral load is suppressed under HAART. This fact can cause a
misinterpretation of these laboratorial markers in co-infected patients.

Background

Leishmania/HIV-1 co-infection has been considered an
emerging disease mainly due to the expansion of the
AIDS epidemic over leishmaniasis endemic areas and
vice-versa [1]. Visceral leishmaniasis associated-HIV/
AIDS is well known as an opportunistic disease espe-
cially in the Mediterranean basin [1]. However, an
increasing number of reports of tegumentary leishma-
niasis-HIV/AIDS patients underlines the importance of
this additional association [2-6]. In America, vector
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-FIOCRUZ. Av. Brasil 4365. Rio de Janeiro, CEP 21040-360, Brazil
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( ) BioMed Central

sandflies and Leishmania species that cause American
visceral leishmaniasis (AVL) and tegumentary leishma-
niasis (ATL) differ from those observed in other ende-
mic regions around the world. This could result in the
particular clinical features observed in HIV-co-infected
patients in the New World [3,7]. In Brazil, both Leish-
mania and HIV infection are endemic and this co-infec-
tion is becoming an important public health problem
[L,7].

The clinical outcome of both AVL and ATL is depen-
dent on the Leishmania-specific immune response. This
influence can be exerted in many different ways. AVL is
a systemic infection affecting lymphoid organs; it is
associated with parasite antigens driving an impaired

© 2010 Santos-Cliveira et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commens Attribution License (http//creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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T-cell response leading to a depletion of bone marrow
as well as systemic CD4" and CD8" T lymphocytes. Pro-
found immunosuppression is the consequence [8-11]. In
contrast, ATL is a benign disease which affects skin and
mucous membranes. In these ATL patients, the specific
immune response is preserved though not well regu-
lated, leading to tissue damage [10,12]. Even considering
the differences in the clinical and immunopathogenesis
of those AVL and ATL, T lymphocyte function is
affected in both diseases, and the clinical cure is
achieved by restoration of an adequate effector immune
response [9-12].

Earlier studies have shown that Leishmania infection
can promote HIV-1 replication in vitro [13] and in vivo
[14]. Beside this, HIV-1 infection impairs macrophage
ability to control intracellular protozoans, enabling
Leishmania growth [15,16]. While highly effective anti-
retroviral therapy (HAART) has been shown to decrease
significantly the incidence of leishmaniasis in HIV-
infected patients [17,18], it does not seem to prevent
relapses [19]. This suggests that maintenance of the
parasite can impact the pathogenesis of both diseases.

Low lymphocyte recall responses after parasite stimula-
tion but preserved IFN-y production in ATL-HIV-AIDS
patients were already demonstrated [3]. On the other
hand, high type 2 cytokines levels are observed in HIV/
AIDS associated AVL, potentially favoring the dissemina-
tion of both the virus and Leishmania [14]. Moreover,
increased levels of CCR5 molecules on CD3* lympho-
cytes were also observed in AVL/HIV-AIDS [20], sug-
gesting that Leishmania infection could favor HIV-1
entry into its target cells through this receptor. Immuno-
logical studies reporting Leishmania/HIV co-infection
generally involve patients with active disease [3,14,20,21],
but the mechanisms that maintain leishmaniasis in
remission, and by consequence the factors that predis-
pose the parasite reactivation are poorly understood.

Chronic activation of the immune system has been
considered an important mechanism related to declining
lymphocytic functions and has become an important
tool for monitoring HIV-1 infected patients [22]. The
proportion of CD8" T cells that express CD38", a surro-
gate of activation marker, can predict the subsequent
decline of the CD4" T cell population [23] and was cor-
related with high viral load levels in HIV infected indivi-
duals [24]. Actually, the degree of cellular activation,
evidenced by the co-expression of CD38 and HLA-DR
on T lymphocytes has been considered an important
predictor of disease progression [25]. Concomitant
infections can exert an impact on viral replication by
contributing to an increase in T lymphocyte activation
already seen in HIV patients [26]. In accordance with
this, co-infection with HIV and tuberculosis results in
high levels of CD38 on CD8" T cells [27]. Nevertheless,
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viral infections concomitant with HIV-1 infection seem
to have different effects on T lymphocyte activation.
Recent evidence showed that Hepatitis C virus/HIV-1
co-infected patients presented elevated immune activa-
tion levels, despite effective antiretroviral therapy [28].
On the other hand, GB virus type C replication has
been associated to lower T cell activation, which has
considered a protective mechanism involved in the HIV-
1 disease progression [29]. No influence of human her-
pesvirus replication on cell activation has been observed
[30]. However, the impact of Leishmania infection on
T cell perturbation due to HIV-1 is still unclear.” We
hypothesized that Leishmania infection could be an
additional factor for lymphocyte activation and lead to
impaired effect or immune function, favoring parasite
replication and, consequently, frequent relapses. There-
fore, we investigated whether leishmaniasis could impact
T lymphocytes activation in HIV-1 co-infected patients
through the analysis of CD4" T absolute counts and of
the proportion of CD8" T cells expressing CD38 in
Leishmania/HIV co-infected patients recovered after
anti-leishmanial therapy.

Methods

Patients and Subjects

Seventeen HIV-Leishmania co-infected patients (AVL-
HIV/AIDS - 9 cases and ATL-HIV/AIDS - 8 cases)
were enrolled for this study. Patients were in the remis-
sion phase, minimum six months after the end of their
anti-Leishmania treatment and had no signs or symp-
toms of active leishmaniasis (Table 1). Sixteen HIV-1/
AIDS cases, without previous leishmaniasis paired with
co-infected patients by viral load (HIV RNA copies/mL:
< 400, > 400 to 10.000 and over > 10,000 copies/mL)
and eight healthy volunteers were included as controls.
HIV/AIDS patients were receiving antiretroviral therapy
for at least one year, according to the Brazilian guide-
lines. Informed consent was obtained from all partici-
pants. The study was approved by the Fundagao
Oswaldo Cruz and IPEC Ethical Committees.

Immunologic and virologic assessments

To determinate the absolute counts of CD4" T and CD8
" T lymphocytes, a BD Tritest’ monoclonal antibody
specific for CD4/CD8/CD3 conjugated to FITC, PE and
PerCP, respectively and BDTrue Count® reagent kit was
used according to the manufacturer’s instructions (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Samples were
acquired using a FACSCalibur® (BD, USA) and analysed
by Multiset” software (BD, USA). Plasma HIV-1 RNA
levels were quantified using the branched DNA assays
(Siemens, Versant HIV-1 RNA 3.0, Tarrytown, NY,
USA). The lower limit of detection for this assay was
50 copies/mL.
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Table 1 Clinical and laboratorial characteristics of HIV-1 co-infected leishmaniasis patients and control groups

Parameters AVL/HIV-1 patients ATL/HIV-1 patients HIV-1 Healthy subjects

(n=9) (n=8) infected® (n=8)
(n=16)

Age, years, (median) 38 (35-50)° 44 (38-54]b 39 (33-49)° 26 (ES-BD)abC

Male sex, n, (%) 9 (100)° 8 (100)° 15 (94)f 4 (50

CD4*T Cell count, cells/mm? 62 (521277 404 (294-507)" 380 (223-450)' 1,106 (957-1,300)%"

Current AIDS diagnosis, Number of cases (%) 9 (100) 6 (75) 8 (50) —_

lime of dinical remission of leishmaniasis, months 8(6-12) 11 (7.514) —_ —_

Patients with undetectable viremia, (%) 5(556) 4 (50) 9 (56.2) —_

Viral load levels of patients with
detectable viremia, copies/mL

142,240 (24,025-279,321)

6,200 (2,012-78,176) 12,010 (2,000-136,625)

N = number, AVL - American visceral leishmaniasis, ATL - American tegumentary leishmaniasis *HIV-1 infected patients without leishmaniasis Note:

median (interquartile range) values, except for current AIDS diagnasis.

Data are

Patients x Health subjects (a - p < 0.001; b/c - p < 001; d/eff x def - p < 0.05), g//i x ghi-p <0001, gx h-p<001;gxi-p <00

Obtainment of peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) and immune activation

PBMC were separated by centrifugation over a gradient
of Ficoll-Hypaque (Histopaque 1077; Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, USA) and ressuspended in
phosphate-buffered saline (PBS) containing 0,1% of
sodium azide (Sigma, USA). PBMCs were adjusted to10°
cells and labeled with anti-CD8 FITC plus anti-CD38
PE monoclonal antibodies (BD Simultest™, BD Bios-
ciences, San Jose, CA, USA). After incubation, the cells
were fixed with PBS plus 1% paraformaldehyde. At least
10,000 events were acquired using a FACSCalibur and
phenotypic analysis was carried out by using Cell-
Quest™software (BD). Although the validated marker of
CD8'T cell activation is the co-expression of CD38 and
HLA DR, we used the detection of CD38 in CD8" as a
surrogate of this validated marker [25]. CD38 positivity
was determined on CD8" T cell populations inside the
gate previously established for TCD3" and expressed as
a percentage of CD38 in CcDge

Statistical analysis

The values were expressed as medians and interquartile
range. Statistical analysis was performed using the
Mann-Whitney U test (GraphPad Prism, version 4.0,
San Diego, CA, USA). Multivariate linear regression
analysis (SPSS software, version 9.0) was used to deter-
mine influence that of intervenient factors on the per-
centage of CD8" T cells expressing CD38 (dependent
variable). Absolute counts of CD4" T cells, viral load
(undetectable or detectable) and Leishmania infection
(presence or absence) were considered as independent
variables. Statistically significant differences were consid-
ered when p < 0.05.

Results
Clinical and laboratory characteristics are depicted in
Table 1 and 2. AVL-HIV/AIDS patients in clinical

remission showed significantly (p < 0.001) lower num-
bers of CD4"' T lymphocytes in comparison to HIV-1
infected patients without leishmaniasis, (Figure 1A and
Table 1). In contrast, CD4" T counts in ATL-HIV/AIDS
patients were similar to HIV-1 infected patients without
leishmaniasis (Figure 1A). Both types of co-infected
patients and the HIV-1 infected patients without leish-
maniasis had much lower levels of CD4" T counts when
compared to healthy donors (p < 0.001, Figure 1A).

HIV-1 viral load in AVL/HIV-AIDS was not corre-
lated with CD4" T cell count, since low or undetectable
levels of HIV-1 were seen even in patients with very low
CD4" T cells counts (Figure 1B). By contrast, ATL/HIV-
AIDS patients in clinical remission had higher CD4"' T
cell numbers and exhibited the lowest HIV plasma viral
load (Figure 1B).

HIV-1 co-infected individuals (AVL and ATL), had a
significantly higher percentage of CD8" T cells that
expressed CD38 when compared to HIV-1 infected
patients without leishmaniasis (median 55.8%; [49% -
64%], p < 0.05) (Figure 1C). However, the frequency of
CD38 expressed by the CD8" T cell subset was much
higher in AVL/HIV-AIDS cases (median 93.5%, [87%-
97.9%]) than in patients with ATL/HIV-AIDS (median
77%, [69%-83.6%], p < 0.001). Healthy blood donors
showed the lowest levels of CD8" T cell activation
(CD38" on CD8" T cells = median 31.2%; [24%-35.6%),
p < 0.001) (Figure 1C). There was no correlation
between the percentages of CD38 on CD8" T cell and
plasma HIV-1 viral load (Table 3), since high levels of
activation were observed despite viral load levels in the
co-infected patients (Figure 1D). HIV-1 infected controls
presented a positive correlation between the viral load
and cellular activation (p = 0.01, r = 0.60, data not
show).

A multivariate statistical analysis showed a significant
positive correlation between Leishmania infection and
the levels of CD38 on CD38 T lymphocytes (p < 0.001),
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Table 2 CD4+ T cell counts and viral load levels of HIV-
AIDS associated leishmaniasis patients (visceral or
tegumentary) and HIV-1 infected control group

Patient's CD4" T cells counts(cells/ Viral load levels
Number mma} (copies/mL)
VL/HIV-AIDS

1 78 < 400
2 59 5810
3 33 316,402
4 129 < 400
5 61 < 400
6 45 242,240
7 187 < 400
8 124 42,240
9 68 < 400
TL/HIV-AIDS

1 367 1,700
2 440 < 400
3 512 2324
4 86 146,351
5 541 < 400
6 345 < 400
7 576 < 400
8 242 10,000
HIV-1 infected

1 146 136,625
2 543 < 400
3 215 < 400
4 34 12,010
5 230 253,761
6 609 < 400
7 391 < 400
8 491 < 400
9 377 < 400
10 73 1750
1 371 10,000
12 236 < 400
13 635 < 400
14 382 2,000
15 394 55,239
16 410 < 400

independently of CD4" T counts and HIV viremia
(Table 3). A covariance was not performed because of
the low number of ATL and AVL patients.

Discussion

Leishmania can persist in the host after treatment and
may further reactivate under immunossupression [1]. A
host parasite dynamic equilibrium does not seem to be
reached in HIV co-infected patients probably because
immunosupressed patients are not able to mount an
efficient T-cell response to control Leishmania, resulting
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Figure 1 Relationship between lymphocyte immune status and
plasmatic HIV-1 viral load in Leishmania/HIV-1 co-infected
patients during remission phase of leishmaniasis. A. Absolute
counts of CD4* T lymphocytes. B. Absolute counts of CD4* T
lymphocytes and viral load levels. C. Levels of CD38 expression on
CDB* T lymphocytes. D. CD38 expression on CO8* T lymphocytes
and viral load levels. American visceral lelshmaniasis (AVL)/HIV-AIDS
patients (solid squares), American tegumentary leishmaniasis (ATL)/
HIV-AIDS patients (solid triangles), HIV-1 infected adults without
leishmaniasis (HIV infected, solid diamonds) and healthy subjects
(solid circles). Each point represents one subject. The horizontal bars
express median,

in frequent relapses especially in AVL but also in ATL
[1,5]. We found that despite clinical remission of proto-
zoan disease, AVL co-infected patients were more
severely immunossupressed than ATL co-infected
patients. Furthermore, lymphocyte activation status was
higher in both groups of co-infected patients than in
HIV-1-infected patients without leishmaniasis. Our
results suggest that Leishmania infection increases the
degree of the immune system activation in individuals
concomitantly infected with HIV-1. This phenomena

Table 3 Multivariate linear regression analysis to
evaluate the association between T cell activation (CD38
+ on CD8+ T lymphocytes) and independent variables in
leishmaniasis and HIV-1 co-infected patients

Independent variables Dependent variable

Percentage of CD38" on CD8" T

lymphocytes
Coef' SE* P
Leishmania infection 2488 463 0.000011
(presence or absence)
D4 T cell count, cells/mm? -002 0013 013

Viral load levels 412 485 039
(detectable or undetectable)

1 Coef - Correlation coefficient, 2 SE - Standard error
Obs. HIV-1 infected patients were also included in this analysis.
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can affect immune effector function and may constitute
an additional mechanism for explain relapses.

Both AVL and ATL tend to emerge as opportunistic
diseases in HIV infected patients without leishmaniasis
especially in those presenting with CD4" T cell levels
below 350 cells/mm® [1,4,5,31,32]. In this study, AVL/
HIV-AIDS patients presented very low CD4" T cell levels
during remission of clinical symptoms after successful
anti-leishmanial therapy and under HAART use. This
was not observed in ATL/HIV-AIDS. The low CD4"' T
cell counts observed in AVL co-infected patients cannot
be solely explained by lymphocyte depletion related to
HIV-1 replication, since low CD4" T cell counts were
observed in AVL/HIV-AIDS patients with undetectable
or low viral load levels. Additionally, CD4 T cell deple-
tion of bone marrow caused by both HIV infection [33]
and AVL [9,11] was already demonstrated and may lead
to deficiencies in the input of new lymphocytes into the
periphery. These factors could explain why AVL/HIV-
AIDS patients already had CD4 cell counts lower than
200 cells/mm? at the beginning of anti-leishmanial ther-
apy (data not shown), which additionally could contri-
bute to the maintenance of low levels during remission
phase. By contrast, the imnmunopathogenesis of ATL/
HIV-AIDS may not be related to systemic imunossup-
pression since ATL is more restricted to the tegument
and the draining lymph nodes. In this connection, these
ATL/HIV-AIDS patients in remission phase apparently
recovered their lymphocyte levels (data not shown) since
they have much higher CD4" T cell counts than those
previously observed in patients with active disease [3-5].

In the present study we have shown that leishmaniasis/
HIV-AIDS patients displayed elevated levels of CD38 on
CD8"* T cells levels in relation to HIV-1 infected patients
without leishmaniasis. This implies that concomitant
Leishmania infection could contribute to enhance the acti-
vation induced by HIV antigens as has been described in
tuberculosis [27] and hepatitis C virus [28]. The finding of
high CD38 levels positively correlated with Leishmania
infection reinforces the idea that leishmaniasis can be a
cofactor to of this heightened activation status. It is known
that high activation levels are inversely proportional to the
CD4" T cell levels, suggesting that activation could also
contribute to the T cell depletion [22,25,34]. Interestingly,
CD38 levels observed in co-infected patients were much
higher than those seen in cured AVL and ATL patients
without HIV/AIDS (unpublished data). This result raises
the possibility that parasite persistence might have a role
in this activation process, since released Leishmania anti-
gens can stimulate lymphocytes. The frequent relapses
described in AVL/HIV-AIDS, which occur more frequently
than in ATL/HIV-AIDS patients, could be evidence of this
reduced ability to maintain the parasite under control due
to the impaired immune function [4,19]. Viscerotropic
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Leishmania species in the bone marrow promote immuno-
logical damage to a greater extent than dermotropic para-
sites do in the skin [4,11].

This could be, at least in part, why activation levels
were higher in AVL/HIV-AIDS than in ATL/HIV-AIDS
patients.

Conclusion

Taken together, our results point to co-infection with
leishmaniasis as a factor that is likely to increase the sever-
ity of immunodeficiency caused by HIV, especially in
AVL/HIV-AIDS patients. The low T CD4 cell counts
among those patients with AVL/HIV-AIDS after remis-
sion, even in the absence of detectable viral load may have
important implications for the HAART monitoring.
Furthermore, the prognostic value of CD38 expression on
CD8" T cells might not be useful in predicting HIV-1 pro-
gression in co-infected patients [35] since these molecules
levels stay elevated after clinical remission of leishmaniasis.
To our knowledge no previous study has evaluated the
degree of immune activation in Leishmania/HIV-1 co-
infected patients. Further studies evaluating the conse-
quences of high levels of cellular activation will be of great
interest as immunological abnormalities in T lymphocyte
function can impact the clinical course of both infections.
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RESUMO

A leishmaniose € considerada uma doenca oportunista emergente em pacientes infectados
pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) com uma apresentacdo clinica
consideravelmente variavel. N&s relatamos um paciente com leishmaniose visceral que
apresentou aspectos clinicos inesperados (lesGes cutaneas atipicas que apareceram apds
longo tempo de evidéncia da leishmaniose visceral). O paciente apresentou
hepatoesplenomegalia na auséncia de febre, mas era saudavel. A carga viral estava baixa
apesar da imunossupressao grave (baixa proliferacao de linfocitos e niveis baixos de IFN-
Yy, concomitante com um status elevado de ativacao linfocitéaria). Surpreendentemente, duas
cepas de Leishmania foram isoladas do paciente: uma da medula 6ssea (tipica sequéncia de
L.infantum MON-1, tipo A) e a outra da pele (sequéncia de L.donovani MON-2); esta
segunda cepa ndo tinha sido previamente identificada no Brasil. A associacdo da
leishmaniose visceral e da sindrome da imunodeficiéncia adquirida/HIV é uma doenca
amplamente desconhecida, particularmente em areas nas quais a leishmaniose ndo €
endémica. Tais casos atipicos indicam que esta doenca pode ndo ser diagnosticada em
ambientes clinicos.
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Abstract.

Leishmaniasis is considered an emerging opportunistic disease in human immunodeficiency virus (HIV)-

infected patients who have considerably variable clinical presentation. We report a patient with visceral leishmaniasis who
had unexpected clinical aspects (atypical cutaneous lesions appearing after long-term evidence of visceral parasites). The
patient had hepatoesplenomegaly in the absence of fever, but was otherwise generally healthy. The HIV viral load was
low despite severe immunossupression (low lymphocyte proliferation and low level of interferon-y, concomitant with a
high lymphocyte activation status). Surprisingly, two Leishmania strains were isolated from his bone marrow (typical L.
infantum sequence MON-1, type A) and skin (L. donovani MON-2 sequence); this second strain had not been previously
identified in Brazil. The association of visceral leishmaniasis and HIV/acquired immunodeficiency syndrome is a largely
unknown disease, particularly in areas in which leishmaniasis is not endemic. Such atypical cases indicate that this disease

can be undiagnosed in clinical settings.

INTRODUCTION

Visceral leishmaniasis (VL) is endemic to different regions
of Brazil and is, similar to that in other parts of the world. pre-
dominantly a childhood disease. In adult cases, co-infection
with human immunodeficiency virus (HIV) emerges as an
important predisposing factor for reactivation.! Fever, hepa-

tosplenomegaly, and weight loss are the main symptoms of VL,

and the clinical picture is similar in patients infected with HIV
and those not infected with HIV. However, certain features
are more frequently described for patients co-infected with
Leishmania and HIV. These features include several relapses
after appropriate therapy, atypical parasite locations, and skin
involvement.?

Cutaneous lesions may occur before or after visceral infec-
tion and show a considerably variable dermatologic aspect that
includes macules;” papules,* nodules,” or ulcers.® Leishmaniasis
in immunocompromised patients appears in advanced stages
of HIV infection and shows CD4* T cell counts less than 200
cells/mm’ in most patients.” Cutaneous lesions in a persons co-
infected with VL and HIV may occur by dissemination after
an external infection®® or reactivation after a latent infection.

We report a severely immunocompromised patient with
cutaneous lesions that appeared after a long time of visceral
disease. Because Leishmania parasites could be observed in
blood smears of patients co-infected with VL and HIV?*S we
hypothesized that cutaneous lesions in our patient were the
result of hematogenic dissemination of visceral disease. Such a
hypothesis was strengthened by histologic appearance of cuta-
neous lesions; Leishmania parasites were observed in deep
dermis under normal-appearing epidermis and papillary-
medial dermis (Figure 1). A follow-up study of the immuno-
logic state of the patient was conducted up to one year after
treatment for leishmaniasis has ended.

*Address correspondence to Manoel P. Oliveira-Neto, Instituto de

Pesquisa Clinica Evandro Chagas. Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ.

Av. Brasil 4365, Manguinhos, Rio de Janeiro. Brazil. E-mail: manoel
.paes@ipec.fiocruz.br
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CASE REPORT

Written informed consent was obtained from the patient
for publication of this case report. A 3Y-year-old man from
Brazil, originally from Rio Grande do Norte and a resident
of the Rio de Janeiro State, was diagnosed with pulmonary
tuberculosis and HIV infection in 1998. The patient had trav-
eled throughout different countries in South America but had
never traveled outside South America. Treatment for tubercu-
losis and antiretroviral therapy (azidothymidine and lamivu-
dine [AZT/3TC]) were administered.

In 2002, highly active antiretroviral therapy was initiated.
This treatment was composed of two nucleoside analogs,
reverse transcriptase inhibitors (lamivudine and tenofovir) and
protease inhibitors (lopinavir and ritonavir). After this treat-
ment, the patient reported mild abdominal pain, occasional
nausea, and gastric fullness. A physical examination showed
hepatosplenomegaly, and a hepatic histopathologic analysis
by using serologic tests identified infection with hepatitis C
virus. The HIV viral load was < 80 copies/mL, as quantified by
a nucleic acid sequence-based amplification assay (Organon
Teknika, Durham, NC). However, CD4* T cell counts were not
available.

After one year of the above-mentioned treatment sched-
ule for infection with HIV, the immunologic profile remained
similar; it showed identical levels of viral load (< 80 copies/
mL) and a CD4* T cell count of 33 cells/mm®. In 2004, the
abdominal volume was increased, and abdominal computer-
ized tomography showed homogenous hepatosplenomegaly.
At this time, the patient had pancytopenia, and levels of CD4*
T lymphocytes were maintained. The viral load, as evaluated
elsewhere by the same HIV/RNA technique, showed a low
level of plasmatic virus (540 copies/mL). In 2003, the patient
had asymptomatic, erythematous lumps on the trunk and face,
but despite low CD4* T lymphocyte cell counts, HIV-1 RNA
was not detected.

In 2006, the patient was admitted to the Instituto de
Pesquisa Evandro Chagas/FIOCRUZ for evaluation of cuta-
neous lesions. On physical examination, the patient appeared
emaciated and chronically ill. However, his vital signs were
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Ficure 1. Clinical aspects of lesions on the face and chest (A)
and chin (B) of the patient. Also shown are compact inflammatory
infiltrate on deep dermis under normal epidermis (C) and numerous
amastigotes on an inflaimmatory infiltrate (I»). This figure appears in
color at www.ajtmh.org,

normal. The liver was palpable 8 cm below the costal edge, and
the spleen was palpable at the umbilical level. There was no
fever. Cervical, axillary, and inguinal lymphoadenopathy were
detected. Cutaneous lesions, i.e., elevated, erythematous pap-
ules and plaques were noted on the trunk, cheeks, and chin
(Figure 1A and B). Blood cell counts were as follows: erythro-
cytes, 2.9 x 10° cells/uL; leukocytes, 2.4 x 10° cells/uL; hemoglo-
bin, 8.2 g/dL; and platelets, 12.6 x 10* cells/uL. The creatinine
level was 3.3 mg/dL (291.7 pmol/L), and blood urea nitrogen
level was 57 mg/dL (20.4 mmol/L).

Fragments of trunk lesions and bone marrow aspirate were
submitted for histopathologic analysis,mycological culture, par-
asiteisolation by using Novy-MacNeal-Nicolle culture medium,
and polymerase chain reaction detection of Leishmania DNA.
Histopathologic analysis of the skin showed normal epidermis.
However, in the mid- and deep dermis, great masses of granu-
lomatous inflammatory infiltrate and numerous amastigotes
within macrophages and in the intercellular spaces were noted
(Figure 1C and D). Histopathologic analysis of bone marrow
showed numerous amastigotes. Culture in NNN medium was
positive for Leishmania. Silver impregnation, Wade staining,
and mycological culture were negative for fungal elements.
Re-examination of the hepatic histopathologic sample from
2002 showed numerous amastigotes (Figure 2), indicating that
visceral leishmaniasis had had a long-term clinical course (at
least five years) before the skin dissemination.

Results for restriction fragment length polymorphism assays
specific for the hsp70 Leishmania’ gene were positive for the
skin and bone marrow samples. Parasites from these samples
were identified as L. donovani complex. Two Leishmania iso-
lates were obtained and characterized by enzyme electropho-
resis'™ one from the cutaneous lesion (IOC/L2930-MHOM/
BR/2007/JFF) and one from bone marrow (I0C/L3020-MHOM/
BR/2007/JFF_BM). I0C/L2930 was characterized as L. infan-
tum IOC/Z1. Strain [OC/L3020 differed from [OC/L2930 in the
6-phosphogluconate dehydrogenase profile. The internal tran-
scribed spacer (ITS)-5.85-1TS2 ribosomal DNA region of both
strains was sequenced. IOC/L3020 has a typical L. infantum
sequence (MON-1, type A)." and IOC/L.2930 had an L. dono-
vani MON-2 sequence (Genbank accession numbers FN398343
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Ficure 2. Histopathologic aspect of the liver of the patient, show-
ing amastigote forms of Leishmania sp. This figure appears in color at
www.ajtmh.org.

and FN398344 for I0C/L3020 and IOC/L2930, respectively).
Multilocus microsatellite typing'*"* confirmed this data.

When cutaneous leishmaniasis was diagnosed, Montene-
gro’s skin test was negative, and results of immunofluorescent
assay was positive at a dilution of 1/720. The CD4* T absolute
counts were < 50 cells/mm?, and the plasmatic viral load was
undetectable as measured by bDNA technology (Versant”
HIV RNA 3.0 assay; Siemens, Tarrytown, NY (Figure 3A).
After a cumulative dose of 3 g of amphotericin B, cutaneous
lesions were reduced to mild erythema. However, the hepa-
tosplenomegaly persisted with no improvement. Bone mar-
row histopathologic analysis showed no parasites, and culture
for Leishmania was also negative.

Three months after anti-Leishmania therapy, the patient
had fever and a new erythematous papule on the skin
(Figure 4A). Histopathologic analysis showed a granuloma-
tous reaction and several amastigotes. The patient was re-
treated with pentavalent antimony at a dose of 20 mg of
Sb*/kg/day for 3 weeks. Four weeks after the end of the anti-
monial therapy, only mild erythema and purpuric lesions on
the legs were observed (Figure 4B). We considered several
differential diagnoses for the purpuric lesions: papular-pur-
puric gloves and socks syndrome, B19 parvovirus infection,
early manifestations of Kaposi's sarcoma, a coagulation defect
linked to low platelet counts or lack of certain coagulation fac-
tors, or initial lesions of bacillary angiomatosis. However, the
patient refused further investigations, and a precise diagnosis
could not be ascertained.

A qualitative analysis of cellular immune responses was
performed during the clinical follow-up as described else-
where."*"* High levels of T cell activation were observed dur-
ing the active phase of leishmaniasis (first episode and relapse)
(Figure 3B), as assessed by the expression of CD38 in CD8*
T cells and HLA-DR in CD3* T cells.' The degree of activa-
tion decreased after therapy and was stably maintained dur-
ing the remission phases, especially for HLA-DR (Figure 3C).
Lymphocyte activation in response to Leishmania or HIV anti-
gens (p-24 protein) in vitro was also assessed by lymphocyte
proliferative response (LPR) assays and interferon-y (IFN-y)
production.” The LPR in response to parasite or viral anti-
gens was negative (stimulation index < minimal limit of 2.5)
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Figure 3. Analysis of the immune system commitment during the
clinical follow-up of the patient co-infected with visceral leishmaniasis
and human immunodeficiency virus (HIV). The patient was evaluated
at the time of the first episode of visceral leishmaniasis (active phase),
one month after antileishmanial therapy (post-therapy), during the
period without signs or symptoms of leishmaniasis (clinical remission ),
and during relapses (reactivation). A. Absolute counts of circulat-
ing CD4* T lymphocytes/mm® and HIV viral load (RNA copies/mL).
B, Population of CD& T lymphocytes expressing CD38 molecules.
C. Population of CD3" T lymphocytes expressing HLA-DR molecules.

at any time during follow-up, although the LPR was positive
for the mitogen concanavalin A. Interferon-y (790 pg/mL) was
detected in response to leishmanial antigens during the first
episode of leishmaniasis, but no difference was noted between
cultures with and without stimuli. However, the IFN-y produc-
tion decreased progressively during clinical evolution, decreas-
ing to levels of 15 pg/mL.

DISCUSSION

Patients co-infected with VL and HIV/acquired immuno-
deficient syndrome (AIDS) may have distinct atypical skin
involvement,>"” such as cutaneous lesions. The pathogenesis of
cutaneous lesions in an HIV-positive patient with VL is not
clear'® since amastigotes can also be observed in different types
of skin lesions of HIV patients, such as Kaposi’s sarcoma, her-
pes infections, and bacillary angiomatosis,”** and in healthy
skin.?* Classically, cutaneous lesions associated with VL rep-
resent the well-known post-kala-azar dermal leishmaniasis
(PKDL)* which is an aftermath of visceral disease and is seen
only after cure of systemic manifestations. Cutaneous lesions
of PKDL include hypochromic or erythematous macules and
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Ficure 4. Clinical aspect of reactivation of cutaneous lesions on
the face of the patient after treatment for visceral leishmaniasis (A)
and purpuric lesions on a leg (B). This figure appears in color at www
.ajtmh.org.

infiltrated plaques and nodules. Photosensitivity is present
during PKDL, and there is a predominance of lesions on the
face and upper thorax.”> However, some cases of African kala-
azar have cutaneous lesions and parasites in lymph nodes and
bone marrow, a clinical presentation known as para-kala-azar
dermal leishmaniasis.”

In our patient, the distribution of cutaneous lesions and their
visual aspect were compatible with that of classical PKDL.The
patient also showed features of African para-kala-azar dermal
leishmaniasis, i.e., concomitance of cutaneous and visceral
active disease and parasites present in the liver, bone mar-
row and skin. Leishmania spp. can be isolated from blood.”*%
In the present case, based on the skin histopathologic analy-
sis, which showed normal epidermis and great masses of infil-
trate with many parasites in the deep and mid-dermis (Figure
1C and D), we hypothesized that hematologic dissemination
could have occurred. Furthermore, the profound degree of
immunodeficiency possibly facilitated survival of the parasite
within macrophages.

The skin Leishmania isolate (10C/L2930) was distinguished
from the reference strain of Brazilian L. infantum (10C/L579)
and from the bone marrow isolate (10C/L3020) by the mobility
of 6-phosphogluconate dehydrogenase. This enzyme analysis
suggested that the patient had a Leishmania mixed infection,
which was confirmed by DNA sequence analysis. ITS rDNA
sequence analysis and multilocus microsatellite typing indi-
cated that the cutaneous lesion parasite was probably L. don-
ovani MON-2, the most common zymodeme reported from
India.*® To our knowledge, MON-2 has never been isolated
from cutaneous lesions. However, this zymodeme is closely
related to MON-18 and MON-37, both of which are associated
with cutaneous leishmaniasis in the Old World. The immuno-
logic status of the patient probably contributed to the clinical
manifestations observed.

Until now, L. infantum 10C/Z1 (i.e., MON-1) was the only
species from the L. donovani complex associated with leish-
maniasis in Brazil. Identification of L. donovani in this patient
suggests that this parasite is circulating in Brazil or in other
VL-endemic areas in South America as the patient traveled
across different countries in South America without causing
disease or being identified. The immunocompromised status
probably favored the pathologic damage caused by this species.
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Visceral leishmaniasis and HIV/AIDS induce lymphocyte
depletion, polyclonal activation, and cytokine disregulations,
and showed a synergy in their immunodeficiency mechanisms
that aggravates both diseases.”” This fact could explain the
maintenance of CD4* T lymphocyte counts < 100 cells/mm*
despite the administration of anti-leishmanial therapy and
successful highly active antiretroviral therapy (undetectable
viral load during follow-up).

Although immunologic discordance® could have occurred
in this patient, we cannot exclude that lymphopenia was a
consequence of VL pathogenesis.® Tt is intriguing that this
patient was evaluated over a long period and showed a high
Leishmania infection load plus severe immunosuppression
without affecting the viral load.

This case of co-infection with VL and HIV with long-term
evolution of liver parasites is surprising, given the known
severity of VL in HIV/AIDS patients.! The absence of fever
in the patient and his good general clinical status could have
contributed toward refuting the VL hypothesis. However, the
newly revised guidelines in Brazil consider that hepatomegaly
or splenomegaly with or without fever and cytopenia in AIDS
patients must be investigated for VL.* The patient had three
unexpected features: cutaneous lesions after dissemination of
long-term VL parasites, infection by two viscerotropic strains,
one of them not previously identified in Brazil, and low HIV
viral load despite the severe immunosuppression status. The
association between VL and HIV/AIDS is a largely unknown
disease entity, especially in areas in which leishmaniasis is not
endemic. The present case suggests that many such cases may
pass undiagnosed in clinical practice, and that greater clinical
awareness is needed for accurate diagnosis.
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RESUMO

Introducdo: A leishmaniose visceral (LV) é caracterizada por uma imunossupressdo
especifica ao parasito, além de uma intensa resposta pro-inflamatéria. O
Lipopolissacarideo (LPS) tem sido implicado na ativacdo imune de doencas deficientes de
células T, tais como HIV/AIDS e linfocitopenia idiopatica. A fonte de LPS sao as bactérias
gram-negativas que entram na circulacdo devido a ruptura da barreira imunoldgica da
mucosa. Uma vez que o parasitismo do intestino também ocorre na LV hipotetizou-se que
0 LPS pudesse estar elevado na leishmaniose, contribuindo para a ativagao celular.

Metodologia/Principais Resultados: A anélise de citometria de fluxo e 0s ensaios imunes
(ELISA e sistema de micro-beads por luminex) foram utilizados para quantificar as células
T e fatores soluveis. Niveis mais elevados de LPS e CD14 soluvel foram observados nos
pacientes de LV na fase ativa da doenca em comparacdo aos individuos sadios, indicando
que o LPS estava bioativo; existiu uma correlacdo positiva entre essas moléculas (r =
0,61;p<0,05). Interessantemente, os niveis de LPS se correlacionaram negativamente com
as contagens de células T CD4" (r = -0,71;p<0,05) e T CD8" (r = -0,65;p<0,05). Além
disso, niveis maiores de moléculas associadas a ativacdo (HLA-DR, CD38, CD25) foram
vistos nos linfécitos T, os quais foram positivamente correlacionados com os niveis de
LPS. As citocinas pro-inflamatérias e o fator de inibicdo da migracdo de macrofagos
(MIF) também estavam aumentados nos pacientes de LV. Consistente com o status mais
elevado de ativagdo imune, os niveis de LPS foram positivamente correlacionados com as
citocinas pré-inflamatérias IL-6 (r = 0,63;p<0,05), IL-8 (r = 0,89;p<0,05) e MIF (r =
0,64;p<0,05). Ainda, niveis mais altos da proteina intestinal ligadora de &cido graxo
(IFABP) foram observados nos pacientes de LV, os quais correlacionaram com 0s niveis
de LPS (r = 0,57;p<0,05).

Conclus@es/Significancia: Os niveis elevados de LPS nos pacientes de LV, em correlacdo
com a ativacdo de células T e com as citocinas pré-inflamatérias e o MIF indicam que este
produto bacteriano pode contribuir para o prejuizo da fungdo imune efetora. A “tempestade
de citocinas” e o status de hiperativacdo imune cronico podem contribuir para a deplecao
de ceélulas T observada. O LPS, provavelmente, tem como origem a translocacéo
microbiana, como sugerido pelos niveis de IFABP e, ao lado da supressdo imune mediada
pelo antigeno de Leishmania, pode desempenhar um papel na imunopatogénese da LV.
Esses achados apontam para os possiveis beneficios da profilaxia antimicrobiana em
conjuncdo com a terapia anti-Leishmania.
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Abstract

Background: Visceral leishmaniasis (VL) is characterized by parasite-spedific immunosuppression besides an intense pro-
inflammatory response. Lipopolisaccharide (LPS) has been implicated in the immune activation of T-cell deficient diseases
such as HIV/AIDS and idiopathic lymphocytopenia. The source of LPS is gram-negative bacteria that enter the circulation
because of immunological mucosal barrier breakdown. As gut parasitization also occurs in VL, it was hypothesized that LPS
may be elevated in leishmaniasis, contributing to cell activation.

Methodology/Principal Findings: Flow cytometry analysis and immunoassays (ELISA and luminex micro-beads system)
were used to quantify T-cells and soluble factors. Higher LPS and soluble CD14 levels were observed in active VL in
comparison to healthy subjects, indicating that LPS was bioactive; there was a positive correlation between these molecules
(r=0.61;p<<0.05). Interestingly, LPS was negatively correlated with CD4" (r=—0.71;p<0.01) and CD8" T-cells
(r=—0.65;p<<0.05). Moreover, higher levels of activation-associated molecules (HLA-DR, CD38, CD25) were seen on T
lymphocytes, which were positively associated with LPS levels. Pro-inflammatory cytokines and macrophage migration
inhibitory factor (MIF) were also augmented in VL patients. Consistent with the higher immune activation status, LPS levels
were positively correlated with the inflammatory cytokines IL-6 (r=0.63;p<<0.05), IL-8 (r=0.89;p<<0.05), and MIF
(r=0.64;p<0.05). Also, higher plasma intestinal fatty acid binding protein (IFABP) levels were observed in VL patients,
which correlated with LPS levels (r=0.57;p<<0.05).

Conclusions/Significance: Elevated levels of LPS in VL, in correlation with T-cell activation and elevated pro-inflammatory
cytokines and MIF indicate that this bacterial product may contribute to the impairment in immune effector function. The
cytokine storm and chronic immune hyperactivation status may contribute to the observed T-cell depletion. LPS probably
originates from microbial translocation as suggested by IFABP levels and, along with Leishmania antigen-mediated immune
suppression, may play a role in the immunopathogenesis of VL. These findings point to possible benefits of antimicrobial
prophylaxis in conjunction with anti-Leishmania therapy.
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Introduction lineage and induces, to some extent, deviations in the production

of erythrocytes, platelets, and lymphocytes, consequently generat-

Visceral leishmaniasis (VL) is a protozoan infection caused in ing anemia, thrombocytopenia, and decreased T-cell count [2].

Brazil by Leshmania (Leishmania) infantum chagasi. This disease
represents an important worldwide public health problem and
affects around 4,000 new cases per vear in Brazil [1]. The parasite
has a tropism to lymphoid organs, including the bone marrow,
spleen, lymph nodes, and liver [2], which explains the immune
abnormalities commonly found in affected patients.

VL 1s a systemic disease with a very complex host-parasite
relationship. The parasite affects mainly cells of the macrophage

.@ www.plosntds.org

The active phase of VL is characterized by an impairment of the
specific effector T-cell response to leishmanial antigens, the
absence of a delayed-type hypersensitivity reaction to parasite
antigens and a decreased lymphocyte proliferative response, as
well as the absence or low levels of interferon (IFN)-y and
interleukin (TL}-2 cytokine production after in zifro stimulation of
mononuclear cells with Leishmania antigens [3,4,5]. Elevated type 2
cytokine production has been detected in the serum of VL patients
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Author Summary

Visceral leishmaniasis (VL) affects organs rich in lympho-
cytes, being characterized by intense Leishmania-induced
T-cell depletion and reduction in other hematopoietic
cells. In other infectious and nor-infectious diseases in
which the immune system is affected, such as HIV-AIDS
and inflammatory bowel disease, damage to gut-associat-
ed lymphocyte tissues occurs, enabling luminal bacteria to
enter into the circulation. Lipopolisaccharide (LPS) is a
bacterial product that stimulates macrophages, leading to
the production of pro-inflammatory cytokines and other
soluble factors such as MIF, which in turn activate
lymphocytes. Continuous and exaggerated stimulation
causes exhaustion of the T-cell compartment, contributing
to immunosuppression.

Herein, we show that an increment in LPS plasma levels
also occurs in VL; the higher the LPS levels, the lower the
TCD4" and TCD8" cell count in the blood. This Tell
depletion may affect the mucosal immune system, which,
along with intestinal parasitization by amastigotes, may
contribute to gut barier damage and consequent
microbial translocation. LPS levels were correlated with
T-cell activation, pro-inflammatory cytokine plasma levels,
MIF, and IFABP, showing that a bacterial molecule,
probably from luminal origin, not associated with Leish-
mania infection can negatively affect the immune system.
These findings points to possible benefits of antimicrobial
prophylaxis in conjunction with anti-Leishmania therapy.

[6-8]. In addition, polyclonal activation of B cells and high levels
of anti-leishmanial antibody titers are markers of this disease [2].
Restoration of the immune response to L. chagasi, as assessed by
IFN-y production and lymphocyte proliferation, has heen
observed following specific treatment [9,10].

[nterestingly, despite the severe impairment of the Leishmania-
specific effector immune response, a number of typical markers of
chronic activation of the immune system have paradoxically been
detected. High levels of pro-inflammatory and anti-inflammatory
cyvtokines have been observed during active disease, but cytokine
production returns to normal upon successful chemotherapy
[8.10,11]. Although there is evidence that components of the
parasite play a critical role in determining the immunological
abnormalities observed in VL patients, the precise mechanisms
underlying these alterations remain unknown [2,11,12].

Chronic immune activation has been observed in some
nfectious and non-infections diseases, which can contribute to
immune suppression and further progression of such illnesses. As
an example, infection by human immunodeficiency virus type |
HIV-1) induces chronic immune activation and leads to a severe
suppression of the T lymphocyte compartment, caused mainly by
CD4" T-cell depletion [13]. Early CD4" T-cell depletion in the
gastrointestinal tract of HIV-1-infected patients can cause a breach
in the integrity of the mucosal immune system, enabling
translocation of luminal microbial products into the circulation
[14,15]. Bacterial components such as lipopolisaccharide (LPS)
stimulate the adaptive and innate immune system, creating an
inflammatory environment that results in a high turnover of T-cell
populations, eventually leading to systemic immune impairment
[16]. Such a phenomenon can be indirectly detected by measuring
LPS plasma levels and has also been observed in conditions such
as inflammatory bowel disease [17], idiopathic CD4 lymphocyto-
penia [18], and prior to hematopoietc transplantation [19].

@ . www.plosntds.org

LPS in Visceral Leishmaniasis

LPS stimulates mononuclear cells via Toll-like receptor (TLR}-4
and promotes the secretion of a variety of inflammatory soluble
factors such as IFN-y, IL-1, IL-6, tumor necrosis factor (TNF)-u,
and macrophage migration inhibitory factor (MIF) [20,21]. MIF
occurs pre-formed and is rapidly released from many cell types in
response to different stimuli, including endotoxemia [22]. MIF has
also been implicated as a critical factor in the pathogenesis of a
variety of inflammatory diseases [23,24] such as sepsis [25,26],
tuberculosis [27], dengue fever [28], and HIV-1 infection [29].

This enhancement of intestinal permeability which results from
mucosal damage and can potentially permits microbial transloca-
tion and lead to systemic activation has been assessed by plasma
levels of intestinal fatty acid binding protein (IFABP). This
cytosolic protein is expre:
being released when the cell membrane integrity is compromised

ed in the epithelium of small intestine,

[30], such as in patients with abdominal trauma [31] and celiac
disease [32].

Our hypothesis was that immunosuppression may also affect the
gut mucosal barrier in VL, enabling trandocation of microbial
products into the systemic circulation. Therefore, we investigated
whether plasma LPS levels were inereased in VL patients, and the
possible association with lymphocyte functions. For these purpos-
es, quantization of T-cell subsets, cell activation status, pro-
mflammatory cytokine and MIF, as well as LPS, and IFABP levels
were measured in clinical samples from patients with VL.

Materials and Methods

Patients and healthy subjects

Ten VL patents were enrolled in this study. Six were males,
and the age of the patents ranged between 18 and 60 vears
(37£19 vears). Five patients had active disease without previous
anti-Leishmania therapy, and 5 patients were evaluated after being
cured. Additionally, 2 of the 5 patients with active disease were
also subjected to post-therapy evaluaton. VL diagnosis was
confirmed by identification of amastigotes directly visualized in
cells of Giemsa-stained bone marrow smears. Eight healthy
subjects (HS) were included as contrals; five were males, and the
ages ranged between 24 and 32 vears (27.2%3 vears). They
presented a negative proliferative response in vifro to antigens of L.
chagasi. Neither of the VL patients or healthy subjects presented
HIV-1 infection, or any other co-morbidities. Patients were treated
for VL according to the Brazilian Ministry of Health guidelines

[

Ethics statement

This study was approved by the Ethics Committee of the
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul and by the Ethics
Committee of the Fundagao Oswaldo Cruz. Written informed
consent was obtained from all participants prior to blood
collection.

Immunologic assessments

CD4" and CD8" blood T lymphocytes were quantified by using
a BD Tritest® monoclonal antibody specific for CD4, CD8, and
CD3 conjugated to fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoery-
thrin (PE), and peridinin chlorophyll protein (PerCP), respectively,
and the BDTrue Count reagent kit was used (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, USA). Samples were acquired using a
FACSCalibur (BD Biosciences, USA) and analyzed by Multiset
software (BD, USA). The results are expressed as the number of
cells/mm”.

To evaluate lymphoeyte activation, peripheral blood mononu-
clear cells were obtained by centrifugation over a gradient of

2 July 2011 | Volume 5 | Issue 7 | e1198
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Ficoll-Hypaque (Histopaque 1077; Sigma Chemical Company, St.
Louis, MO, USA). Cells [:10'rJ per tube) were stained with the
following monoclonal antibody pairs: anti-CD8 FITC/anti-CD38
PE, anti-CD3 FITC/anti-HIA-DR PE (BD Simultest; BD
Biosciences, San Jose, CA, USA), and anti-CD4 PE-Cy5/anti-
CD25 PE (BD Biosciences Pharmigen, California, USA). After
incubation, the cells were fixed with phosphate-buflered saline plus
1% paraformaldehyde and analyzed by flow cyvtometry. At least
10,000 events were acquired using a FACSCalibur (BD Biosci-
ences, CA, USA), and phenotypic analysis was carried out by using
CellQuest software (BD Biosciences, USA). Results are shown as
the percentage of CD3™ T, CD4" T, and CD8* T cells expressing
HLA-DR, CD25, and CD38 on the
respectively. Schematic flow evtometry analysis of T lvmphocytes
activation-associated molecules is provided in Figure S1 (HLA-

DR, CD38, CD25).

membrane surface,

Quantification of LPS, soluble CD14 (sCD14) and IFABP
plasma levels

Plasma samples were collected after centrifugation of heparin-
ized venous blood, which was aliquoted and stored at —70°C until
the analysis. These samples were diluted in endotoxin-free water,
and plasma LPS was quantified by a commercial assay kit
(Limulus amebocyte lysate QCL-1000; Cambrex, Milan, Ttaly)
according to the manufacturer’s protocol. The results are
expressed as pg/mL and the minimum detected level was
10 pg/mL. The endotoxin levels were measured in leishmanial
lysate to exclude any possibility of cross reaction between LPS and
Leishmania derived LPS-like molecules. Plasma levels of sCD14
were measured using enzyme-linked immunosorbent  assay
(ELISA) assays (sCD14 Quantikine; R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA): the results are expressed as ng/mL and the minimum
detected level was 125 pg/ml. Plasma IFABP levels were
determined using a human highly specific ELISA commercial kit
(Duo Set; RD Systems, USA). The results are expressed as pg/mL
and the detection limit was 31.2 pg/mL.

Cytokine measurement

A multiplex biometric immunoassay containing f{luorescent
dyed microbeads was used for plasma eytokine measurement (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). The following cytokines
were quantified: ITFN-y, TNF, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8,
IL-10, T1-12, TL-13, TL-17, MCP-1 and MIP-16; cytokine levels
were calculated by Luminex technology (Bio-Plex Workstation;
Bio-Rad Laboratories, USA). The analysis of data was performed
using software provided by the manufacturer (Bio-Rad Laborato-
ries, USA). A range of 0.51-8,000 pg/mL recombinant cytokines
was used to establish standard curves and the sensitivity of the
assay.

Plasma levels of MIF were measured using an ELISA
commercial kit (Duo Set; RD Systems, USA), and the results are
expressed as pg/mls; the minimum detected level was 31.2 pg/
mL.

Statistical analysis

The Mann-Whitney test was used to compare data between
groups, and correlations between different parameters were
analyzed using the non-parametric Spearman’s test. Statistical
analysis was confirmed by the Kruskall-Wallis method. Analysis
was performed with GraphPad Prism (GraphPad Software version
4.0 for Windows; San Diego, CA, USA). Data were presented as
mean * standard deviation and median. Differences were
considered significant when p<20.05.

.@ . www.plosntds.org

LP5 in Visceral Leishmaniasis

Results

Considering that LPS is implicated in the pathogenesis of
several immunodeficiency diseases, we examined whether an
increment in LPS would also be a prevalent phenomenon in VL.
Significantly higher mean levels of LPS were found in the plasma
of VL patents (41%3.0 pg/mL, median=41.5 pg/mL, n=3)
compared to HS (23=8.0 pg/mL, median=26 pg/mL, n=8;
#<0.01, Figure 1A). A tendency towards decreased LPS levels
(35=6.0 pg/mL, median=34.3 pg/mL, n=7) was seen after
therapy, although the levels were still higher than those ohserved
in HS (Figure 1A).

Since it i known that LPS binds to monocytes/macrophages
through the CD14 receptor and promotes the release of sCD14 [17],
we measured plasma sCD14 levels to indirectly determine whether the
LPS in the patients’ blood was biologically active. VL patients
presented increased levels of sSCD4 (active VL: 5,448+ 1,359 ng/ml,
median = 5,133 ng/mL, n=25) relative to HS (2,470=815 ng/mL,
median = 2,555 ng/mL, n=8; p<<0.01). Decreased levels of sCD14
(3,491 £712 ng/ml, median=3.556 ng/mL, n=7; p=<<0.03) were
observed in the remission phase in comparison to before therapy
(Figure 1B). In addition, a significant correlation between LPS and
sCD14 plasma levels r =0.61; p=<<0.05) was found, suggesting that
LPS-induced cell stimulation can contribute to sCD 14 secretion in zivo.

Further, the repercussions of the LPS increment on lymphocyte
effector function were assessed by analyzing T-cell subset counts
and cell activation status. Significantly lower numbers of CD4" T
cells (361200 cells/mm”, median =426 cells/mm®, n=135) and
CD8" T cells (196+142 n:l:l].\a.-"[[uu'r;e median =223 l‘i:“.‘h"lll[[ls,
n=13) were observed during active disease in comparison to HS
TCD4 =1,118=175 L:l:]].\i‘f'mms1 median= 1,106 l?(:“.‘i/[[l[[lsg TC
D8" =649+230 cells/mm”, median =583 cells/mm’, n=8; <
0.03). After treatment, a partial recovery of T-cell counts was
observed (TCD4"=727+160 l‘.(:“.‘if[[l[[ls, median=727 cells/
mm®; TCD8" =555+ 166 cells/mm”, median =456 cells/mm”,
n=7; p<<0.05) in parallel to a satisfactory therapeutic response
(Figure 2A and 2B). Active VL patients had a negative proliferative
response in olro to L. chagasi antigens (data not shown).

Higher mean levels of cellular activation were detected in VL
patients, independently of the clinical phase of leishmaniasis, when
compared to HS (p<<0.05, Figure 2F and 2F). However, patients in
the active phase had the highest percentage of TCD3"HLA-DR"
cells (22.3+14%, median = 18%) and TCD4"CD25" cells (38+
20%, median = 31.5%) when compared to HS (TCD3 "HLA-DR™:
6.8+4.3%, median=55%; TCD4*CD25%: 16.8+5%, medi-
an = 16.5%). Interestingly, the levels of TCD8'CD38" cells (active
VL=40%18.5%, median = 40.5%: remission =45+7 3%, median
=45.4%) were also augmented in VL patents (HS: 31+4.4%,
median = 33%).

To understand whether the elevated LPS levels may be involved
in the altered cellular activation status and lymphocyte counts seen
in VL patients, correlation analyses were performed. Absolute
counts of CD4" (r = —0.71; p=<<0.01) and CD8" T cells (r = —0.65;
£<0.05) were negatively correlated with LPS (Figure 2C and 2D),
showing that the lower T subset numbers were associated with the
highest LPS levels during the active phase of leishmaniasis,
whereas during clinical remission, the inverse was observed, ie.,
the higher T CD4" counts were associated with the lowest LPS
levels. Additonally, a significant positive correlation between
plasma LPS levels and the frequency of cells with an activated
phenotype, ie., CD3'HLA-DR" (r=0.58; p<<0.05) and CD4"
CD25" (r=0.60; £<0.05) T cells, was also found (Figure 2G and

9H).
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Figure 1. Plasma levels of lipopolysaccharide (LPS) and soluble CD14 in patients with visceral leishmaniasis (VL). Increased LPS (A)
and sCD14 (B) levels in VL patients. Correlation between LPS and sCD14 levels in VL patients (C). Active VL patients (solid squares), VL patients in
remission (solid triangles), and healthy subjects (solid diamonds). Each point represents 1 subject. The horizontal bars indicate the median value.

doi:10.1371/journal.pntd.0001198.9g001
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Figure 2. T-cell subset levels and their activation status in patients with visceral leishmaniasis (VL). A. Absolute counts of CD4* T
lymphocytes. B. Absolute counts of CDB™ T lymphocytes. Correlation between lipopolysaccharide (LPS) plasma levels and the absolute counts of CD4*
T lymphocytes (C) and absolute counts of CD8" T lymphocytes (D) in VL patients. E. Levels of HLA-DR" on CD3" T lymphocytes. F. Levels of CD25" on
CD4" T lymphocytes. Correlation between LPS plasma levels and percentage of TCD3" cells expressing membrane HLA-DR' (G) and percentage of
TCD4™ cells expressing membrane CD25" (H) in VL patients. Active VL patients (solid squares), VL patients in remission (solid triangles), and healthy
subjects (solid diamonds). Each point represents 1 subject. The horizontal bars indicate the median value.

doi:10.1371/journal.pntd.0001198.g002

Another well described consequence of immune activation by
LPS is the secretion of pro-inflammatory molecules. To under-
stand whether this process also occurs in VL patients, cytokine
concentrations were measured in the plasma of these patients.
Similar to T-cell activation, plasma levels of pro-inflammatory
cvtokines were also elevated in VL patients, not only during active
disease, but also up to 6 months after the end of therapy relative to
HS (Table 1).

As LPS also stimulates the secretion of MIF, this molecule
was also investigated. MIF was significantly elevated in active
VL (33.180%7.275 pg/mL; median= 32,000 pg/mL, n=23)
when compared either with patients during clinical remis-

sion (19.348%7.690 pg/mL; median= 15,600 pg/ml, n=7) or

Table 1. Pro-inflammatory cytokine levels in the plasma of

patients with visceral leishmaniasis (VL).
Active VL VL patients Healthy

Cytokines patients in remission subjects

pa/mL (n=5) (n=7) (n=8) pvalue* pvalue**

IFN-y 1,143 783 19 0.010 0.0010
(454-4,446) (367-3,482) (5.3-145)

TNF 1435 100 2 0.001 0.0006
(37.7-555) (57.3-589) (1.5-8.5)

-2 353 62 6 0.001 0.0003
(27-38.5) (27.6-435) (1-9)

IL.-6 416 49 1 0.004 0.0007
(211-557) (30-115) (03-25)

IL-8 8,000 4,325 25 0.008 0.0050
(1,887-13,578) (427-8,988)  (1.5-3.0)

IL-1p 97 7.5 0.5 0.001 0.0010
(4-226) (2-138) (0.4-0.6)

IL-17 288 1935 2 0.002 0.0006
(102-398) [131-627) (2-16)

IL-4 423 35.0 5.0 0.007 0.0020
(20.2-54.7) (23.7-59.1)  (5-12.5)

IL-5 0.4 29 0.4 0.030 0.0300
(3.0-143) (2.6-8.1) (0.1-1.8)

IL-10 13 126 1.0 0,001 0.0003
(8.7-54.8) (6.0-66) 0.1-1.6)

IL-12 166 34.0 1.0 0.004 0.0010
(10.5-27) (20.9-44.8)  (0.8-1.4)

IL-13 5.8 83 1.1 0.001 0.0020
(3.8-33) (3.0-12) 0.7-1.5)

MCP-1 538 402 52 0.004 0.0003
(285.7-606) (327-966.8)  (31-95.8)

MIP-14 7303 5715 143 0.001 0.0010
(418-3,363) (426-1,111)  (0.1-50)

IFN: interferon, IL: interleukin, TNF: tumor necrosis factor, MCP1: monocyte

chemoattractant protein-1, MIP: macrophage inflammatory protein-1f.

Statistical analysis was performed using the Mann-Whitney test (***) and

confirmed by the Kruskall-Wallis method.

Data are presented as median (interguartile range).

"Between active VL patients and healthy subjects.

"Between VL patients in remission and healthy subjects.

doi:10.1371/journal pntd.0001198.1001
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with HS (7400%£3,763 pg/mL; median=6,238 pg/mL, n=8;
Figure 3A). Even in the remission phase, MIF levels were still
increased in comparison to HS (p<<0.03). Consistent with the
higher immune activation status, plasma LPS levels were positvely
correlated with the inflammatory cytokines IL-6 (r=0.63;
p=0.03), II-8 (r=0.89; p<0.05), and MIF (r=0.64; p<<0.03)
(Figure 3B, C, and D). The augmented MIF secretion, which
correlated with LPS levels, may contribute to the enhanced LPS
stimulation in these patients, due to the ability of MIF to up-
regulate the cellular expression of TLR-4 [22].

Finally, we assessed the plasmatic IFABP levels, since this protein is
released into the circulation on intestinal cell injury. VL patients
showed higher levels of IFABP (944+484 pg/ml; median=
918 pg/ml, n=5) in comparison to HS (223.4*133 pg/ml;
median =234 pg/mlL, n=8; p<0.05, Figure 4A). The highest
plasma IFABP values were observed during active disease, while
remission VL patients presented decreased levels (809299 pg/ml;
median =794 pg/mL, n=7). A positive correlation was verified
between IFABP and LPS levels (r = 0.57; p<<0.05), which may suggest
some intestinal damage (Figure 4B).

Discussion

Several circulating molecules that act as soluble receptors for
IL-2 [33], immunocomplexes, and lipoproteins [34] have been
implicated in VL pathogenesis, but have not been proven to
mediate immunosuppressive activity. In  this study, it was
demonstrated that LPS levels were elevated in VL patients in
association with T-cell depletion, lymphocyte activation, and pro-
inflammatory cytokine elevadon, providing evidence that this
factor may play a role in VL immunopathogenesis.

The elevated levels of plasma LIPS detected in VL patents
indicate that this substance may have a systemic biological effect.
It is known that LPS acts via the TLR-4/CD14 receptor complex,
leading to sCD14 secretion by monocytes/macrophages [17].
Thus, the elevated levels of sCD14 observed in VL patients in this
that
Furthermore, LPS was positively correlated with sCD14 levels,
reinforcing the idea that this microbial product could also

study  indicate LPS was bioactive in these patents.

contribute to cell activation mechanisms in VL.

Although suppression of the immune response is a hallmark
mechanism associated with the development of VL, VL. patents
present with systemic Immune activation as a consequence of pro-
inflammatory cytokine release [8,11,35,36,37]. In this study, it was
verified that T lymphocytes up-regulated surface HLA-DR,
CD38, and CD25 levels, mdependently of the clinical phase of
VL. These results show that T lymphocytes are also actvated in
VL, as has been demonstrated in other immunosuppressive
diseases such as HIV/AIDS [13,38]. On the other hand, high
lymphocyte activation can lead to death by apoptosis, thereby
reducing the number of these cells [2,11,12]. In fact, the lowest
counts of CD4" and CD8" T cells were observed in patients with
active VL, whereas recovery was marked by an increase in the
number of these T-cells, which is probably related to the
development of an effector response [8.9,37]. However, inasmuch
as increased levels of these T-cell subsets has been observed during
clinical remission, ie., after successful therapy, these cell counts
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doi:10.1371/journal.pntd.0001198.g003

were stll lower in VL patients than in HS, as previously
demonstrated [8,37].

Interestingly, LPS levels in VL patients were negatively
correlated with the absolute T CD4" and T CD8" cells counts,
showing that higher LPS levels were associated with a lower
number of T-cell subsets. In addition, a positive correlation
between ex vio cellular activation, represented by HLA-DR and
CD25 molecules in T-cells, and plasma LPS levels was found.
Firstly, considering that LPS stimulates macrophages to release
pro-inflammatory factors such as IL-8, IL-1B, TNF-a, IL-6, and
MIF [39], which in turn activate T-cells, it is conceivable that the
presence of LPS in the blood stream may contribute to the
compromised T-lymphoeyte effector function in VL. Secondly, it
may be hypothesized that, along with leishmanial antigens, LPS
may also contribute to the elevated cellular immune activation in
VL In turn, this activation status can indirectly contribute to the
impairment of T cell counts by a mechanism of cell death due to
intense stimulation, as has been suggested in other infectious or

@ . www.plosntds.org

non-infectious diseases [16,17]. Even considering the negative
correlation results between T cell counts and LPS levels, the
approach utilized in this study do not allow a definitive conclusion
regarding the causality between these parameters.

The VL patients studied here presented with a eytokine storm
characterized by increased levels of pro-inflammatory (IFN-y,
TNF-o, IL-2, IL-6, IL-12, IL-17, and MIF), anti-inflammatory
(IL-4, IL-5, and IL-13), and regulatory cytokines (IL-10) and
chemokines (IL-8, MCP, and MIP-1p). These findings are similar
to those for sepsis [26] and severe dengue fever [40]. Our results
also reinforce early data in which a mixed cytokine profile was
observed during VL disease [7.8,10,41,42]. The factors that lead
to this systemic activation are still largely unknown. Our data
suggest that LPS may play a role in this effect.

It is interesting to note that LPS levels were positively correlated
with MIF, a pleiotropic cytokine released after cell exposure to
microbial products [39] or to pro-inflammatory evtokines [42]. It
is known that MIF up-regulates the expression of TLR-4, the
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Figure 4. Plasma levels of intestinal fatty acid binding protein (IFABP) in visceral leishmaniasis patients. A. Elevated IFABP levels in VL
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signal transducer molecule of the LPS receptor [20], leading to the
production of inflammatory cytokines such as IL-6 and IL-8
[39.43]. Therefore, MIF production may contribute to the
inflammatory milieu in VL patients and the enhancement in the
susceptibility to LPS stimulation. As observed for the frequency of
T-cells with an activated phenotype, IL-6 and IL-8 levels were also
correlated with LPS. In septic patients, high MIF levels have been
considered indicative of poor outcome, highlighting the potential
therapeutic benefits of MIF neutralization [26]. Our results show
that LPS may he contributing not only to the activation of
circulating cells, but also to the inflammatory environment
observed in VL patients, which may worsen the prognosis.
Although LPS levels were lower after VL treatment, it remained
higher than those in HS, as also observed for the other
immunological parameters investigated. These results indicate
that, despite the return of good general clinical status, the
reestablishment of immune response homeostasis takes longer to
occur. Alternatively, we should considerate that elevated LPS
levels could be due to reduced LPS clearance by the kidneys.

.® www.plosntds.org

The source of the microbial product LPS in the blood stream of
VL patients needs to be elucidated. Although, bacterial infectons
are common complications in VL, none of the patients included in
this study presented clinical evidence of such infection. Consid-
ering that systemic T-cell depletion can also affect gut-associated
lymphoid tissues, as has been suggested for other immunosup-
pressive pathologies [18], one can suggest the hypothesis that
microbial translocation into the blood circulation may also oceur
in VL. More importantly, gut damage has been extensively
documented in VL patents [44-46], and cells are heavily
parasitized by Leshmania amastigotes due to parazitation of
mucosal cells, causing frequent diarrhea [45] that is likely to
affect the function of this innate barrier. The elevated levels of
IFABP, an important plasma marker of gut injury, indicate that
intestinal permeability i increased in these patients. Thus, we
believe that a vicious circle can be occurring in VL patients, in
which systemic inflammation and cellular activation of VL per se
[7.8,11,41] contributes to gut damage, leading to microbial
translocation which in tumn increase or sustain the systemic
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activation status. The phenomenon of microbial translocation has
previously been described in  grafi-versus-host disease  [19],
inflammatory bowel disease [17], and idiopathic lymphocytopenia
[18]. In the context of infectous diseases, microbial translocation
demonstrated in HIV-1 infection is associated with LPS-induced
systemic immune activation, which indirectly affects the progres-
sion toward AIDS [16].

In summary, the present data show that LPS is elevated in VL
and possibly contributes, along with Leishmania antigens, to the
cytokine storm and immune activation status in this pathology. In
this context, plasma LPS may be a biomarker suitable for assessing
VL prognosis. Considering that TIPS originates from gram-
negative bacteria from the gut and may reach the blood stream
after crossing the gut, the use of antimicrobial prophylaxis in
conjunction with anti-Letshmania therapy may be beneficial for VL
patients, as this strategy may reduce [PS-mediated immune
activation in VL.
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RESUMO

Introducdo: A infeccdo por Leishmania foi considerada um cofator para a aumentada
ativacdo celular em pacientes com leishmaniose visceral americana coinfectados com HIV-
1/AIDS, (LVA/HIV-1) independente dos nimeros de células T CD4" e da carga viral.
Dessa maneira, nos hipotetizamos que a persisténcia de uma elevada carga parasitaria
apesar da terapia anti-Leishmania poderia ser responsavel pela continuada estimulacéo
imune.

Métodos: Este estudo transversal incluiu 14 sujeitos saudaveis (HS), 17 pacientes de
LVA/HIV-1 e 16 pacientes infectados pelo HIV-1. As contagens de T CD4" e o percentual
de células T CD8" expressando CD38 foram analisados por citometria de fluxo. A carga
parasitaria circulante foi quantificada por PCR em tempo real. Os niveis de
lipopolissacarideo (LPS), CD14 soluvel (sCD14), fator de inibicdo da migracdo de
macrdéfagos (MIF) e proteina intestinal ligadora de &cido graxo (IFABP) foram
quantificadas por ELISA. Os niveis plasmaticos de citocinas pré-inflamatdrias (IL-1p/IL-
6/IL-8/1L-17/1FN-y/TNF-a) foram avaliados pela analise multiplex.

Resultados e Conclusdes: Os menores niveis de parasitemia foram observados ap0s o
tratamento anti-Leishmania (p<0,05) e sob terapia antiretroviral (ART). Entretanto, niveis
mais elevados de células CD38" em T CD8" foram observadas em ambas as fases clinicas
da leishmaniose comparadas aos casos de HIV-1/AIDS (p<0,05). Os niveis de citocinas
pré-inflamatorias estavam significativamente aumentados tanto nos casos coinfectados
ativos, quanto nos casos em remissdo clinica. Os niveis de LPS se correlacionaram com o0s
niveis de IFABP (r=0,45; p<0,05). A analise estatistica multivariada mostrou que os niveis
de LPS estavam positivamente correlacionados com o percentual de células CD38" em T
CD8" (p<0,001) independente das outras variaveis confundidoras. A infeccdo por
Leishmania também estava com os niveis de ativacdo celular (p<0,001). Finalmente, LPS e
infeccdo por Leishmania se correlacionaram positivamente com os niveis das citocinas IL-
6 e IL-8 (p<0,01). Os niveis de LPS ao lado das consequéncias imunoldgicas da infeccéo
por Leishmania foram associados com o0s niveis de ativacdo celular em pacientes
coinfectados. Entretanto, esses cofatores parecem contribuir para o status de ativacdo das
células promovendo um intenso ambiente inflamatorio (cytokine storm) e ndo um aumento
da carga parasitaria, uma vez que o numero de copias de DNA da Leishmania foi baixo,
mesmo apds o tratamento especifico e ART. A quimioprofilaxia secundaria para a
leishmaniose ou mesmo o uso de drogas anti-inflamatorias, ou antibioticos contra bactérias
gram-negativas pode melhorar o progndstico de pacientes de LVA/HIV-1.
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ABSTRACT

Background: Leishmania infection was considered to be a co-factor in the heightened
cellular activation observed in American visceral leishmaniasis-HIV-1/AIDS patients
(AVL/HIV-1), independent of CD4" T cell numbers and viral load. Thus, we hypothesized
that the persistence of a high parasite load despite anti-leishmanial therapy could be
responsible for the continued immune stimulation.

Methods: This cross-sectional study included 14 healthy subjects (HS), 17 AVL/HIV-1
patients and 16 HIV-1/AIDS patients. The percentage of CD8" T cells expressing CD38
were analyzed by flow cytometry. Blood parasite load was quantified by real-time PCR.
Levels of lipopolysaccharide (LPS), soluble CD14, macrophage migration inhibitory factor
(MIF) and intestinal fatty acid-binding protein (IFABP) were quantified by ELISA. Plasma
levels of proinflammatory cytokines (IL-1B/IL-6/IL-8/IL-17/IFN-y/TNF-a)) were assessed
by multiplex analysis.

Results: Lower Leishmania parasitemia were observed after anti-leishmanial treatment
and antiretroviral therapy (ART) use (p<0.05). However, higher levels of CD38-positive
cells on CD8 T were observed in both clinical phases of leishmaniasis compared with
HIV-1/AIDS cases (p<0.05). AVL/HIV-1 and HIV-1 patients showed higher levels of LPS
and IFABP than HS (p<0.001). Proinflammatory cytokine levels were significantly
augmented in active co-infected cases as well as in the remission phase. LPS levels were
positively correlated with IFABP levels (r=0.45; p<0.05). A multivariate statistical
analysis showed that LPS levels were positively correlated with CD38 on CD8" T cells
(p<0.001) independent of other confounding variables. Leishmania infection was also
associated with cellular activation levels (p<0.001). Finally, LPS and Leishmania infection
were positively correlated with IL-6 (p<0.05) and IL-8 (p<0.01) levels.

Conclusions: LPS levels along with the immune consequences of Leishmania infection
were associated with elevated cellular activation in co-infected patients. However, these
co-factors appeared to contribute to the activation status of cells by promoting a cytokine
storm and not via parasite burden, as low levels of Leishmania DNA were observed after
specific treatment and ART use. Secondary chemoprophylaxis for leishmaniasis or even
the use of anti-inflammatory drugs or antibiotics against gram-negative bacteria may
improve the prognosis of AVL/HIV-1 patients.

Key words visceral leishmaniasis-HIV-1/AIDS co-infection, microbial translocation,

inflammatory cytokines.
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INTRODUCTION

Leishmania/HIV-1 co-infection is considered to be an emerging public health problem and
has been found with increasing frequency in several regions worldwide, mainly due to
greater geographical overlap between these two diseases. The majority of reported cases of
visceral leishmaniasis-associated HIV-1 infection are from the Mediterranean basin [1],
but Brazil accounts for most of the cases in the Americas. From 2001 to 2008,
approximately 1.5-2% of confirmed American visceral leishmaniasis cases (AVL) were
HIV-1 co-infected [2,3], thereby confirming that HIV-1 infection enhances the risk of

developing AVL in endemic areas and vice versa [1,3].

The immunologic pathologies resulting from AVL and HIV-AIDS both reciprocally affect
the outcome of both infections and may result in more severe disease. The impairment of
the immune system caused by HIV-1 and the depletion of specific lymphocyte subsets
compromise the immune mechanisms that are involved in parasite control in AVL co-
infected patients [4,5], leading to increased parasite load, drug resistance and frequent
relapses [1,6,7]. Similarly, Leishmania infection can contribute to a more rapid progression
to AIDS Dby either increasing the plasma viral load [8,9] or enhancing chronic immune
activation through stimulation by parasite antigens [10,11]. The reduction in the number of
CD4" T lymphocytes due to AVL [12,13] further contributes to the lymphocyte depletion
that already occurs in HIV-1 infection [14]. Importantly, these low CD4" T cell counts
(under 200 cells/mm?®) were observed to be maintained during the clinical remission of
VL/HIV-AIDS patients despite antiretroviral therapy (ART) and satisfactory anti-
leishmanial therapy [15].

Chronic immune activation is a hallmark of HIV-1 infection and has been considered to be
a stronger predictor of disease progression than plasma viral load [16,17]. Persistent
immune activation and progression to AIDS are linked to the enhanced transcription of the
integrated virus that then infects new targets, increased T cell proliferation and subsequent
cell death induced by the activation of both CD4" and CD8" T cell memory populations,
resulting in an exhaustion of immune resources [18,19]. High levels of proinflammatory
cytokines in the serum can also contribute to this activated status [18]. Antigenic
stimulation as a consequence of other infections, such as tuberculosis [20], CMV [21] and

hepatitis B and C [22,23], constitutes another cause of HIV-associated immune activation.
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Recently, our group reported high levels of cellular activation and low CD4" T cell counts
in AVL/HIV-1 patients in remission despite anti-Leishmania therapy and undetectable or
low levels of viral load. Leishmania infection was thought to be the co-factor responsible
for the enhanced cellular activation status observed in HIV co-infected patients [11],
especially in patients with the visceral form of the disease. This finding suggests the
inefficient control of the parasite after anti-leishmanial therapy, which may justify the use

of secondary prophylaxis [7].

Another potential mechanism associated with chronic immune activation is mediated by
gut microbial products [24]. The massive depletion of memory CD4" T cells in mucosal
lymphoid tissue during acute HIV-1 infection results in disruption of the anatomo-
functional gastrointestinal barrier, enabling the translocation of luminal microbiota into the
circulation [25,26]. Microbial translocation has already been observed in other conditions
not related to infectious diseases, such as inflammatory bowel disease [27], graft versus
host disease [28] and idiopathic CD4 lymphocytopenia [29]. Mucosal invasion by
leishmanial amastigotes and the systemic lymphocyte depletion observed in AVL patients
[12,30,31] could constitute the immunopathogenic basis for the lipopolysaccharide (LPS)-
related activation of lymphocytes and release of proinflammatory cytokines [32]. In this
scenario, an overlap in cellular activation due to infections with both HIV-1 and
Leishmania would enhance the proinflammatory state, thereby worsening the effector

response and the subsequent clinical outcome of co-infected patients [32-34].

Previous results have shown that during clinical remission, the activation of the immune
system is enhanced in Leishmania/HIV-1 co-infected patients despite anti-leishmanial
treatment and ART. However, the mechanism responsible for this maintenance of immune
activation is not clear. Considering that Leishmania infection has been suggested to be the
co-factor responsible for the heightened cellular activation independent of CD4" T cell
numbers and viral load [11], we hypothesized that the persistence of a high parasitic load
despite anti-leishmanial therapy could be responsible for the continued immune

stimulation.
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MATERIALS AND METHODS
Recruitment of patients and healthy subjects

Our cross-sectional study included seventeen AVL/HIV-1 co-infected patients (AVL/HIV-
AIDS). Twelve patients had active disease without previous anti-leishmanial therapy. Nine
patients were in the remission phase for at least six months after the end of anti-
leishmanial treatment and had no signs or symptoms of active leishmaniasis. Four of the
patients were evaluated in the two phases of the disease. AVL diagnosis was confirmed by
the visualization of amastigotes in Giemsa-stained bone marrow smears. Patients were
treated for AVL according to Brazilian guidelines [35]. Ten visceral leishmaniasis patients
who participated in a previous study [32] were used as controls in the present study. All
laboratorial and immunological parameters measured in this study were compared with
these AVL mono-infected patients and showed significant differences (Supplementary
table).

Sixteen HIV-1/AIDS cases without previous leishmaniasis were enrolled in the study and
paired with co-infected patients by viral load (HIV RNA copies/mL: < 400, > 400 to
10,000 and > 10,000). All AVL-associated HIV-1/AIDS and HIV-1/AIDS patients
received antiretroviral therapy for at least one year according to Brazilian guidelines [36].
Fourteen volunteers without leishmaniasis or HIV-1/AIDS were included as healthy
subjects (HS).Written informed consent was obtained from all participants. The study was
approved by the Fundagdo Oswaldo Cruz and IPEC Ethical Committees.

Immunologic and virologic assessments

To determine the absolute counts of CD4" and CD8" T lymphocytes, BD Tritest®
monoclonal antibodies specific for CD4, CD8 and CD3 conjugated to FITC, PE and
PerCP, respectively, were used with a BDTrue Count® reagent kit according to the
manufacturer’s instructions (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Samples were
acquired using a FACSCalibur® and analyzed with Multiset® software (BD, USA). The

results were expressed as the number of cells/mm?.

Plasma HIV-1 RNA levels were quantified using a branched DNA assay (Siemens,
Versant HIV-1 RNA 3.0, Tarrytown, NY, USA). The lower limit of detection for this
assay was 50 copies/mL.
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Isolation of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and lymphocyte activation

To evaluate lymphocyte activation, PBMCs were obtained as described elsewhere [11].
Briefly, PBMCs were separated over a Ficoll-Hypaque gradient (Histopaque 1077; Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, USA) and labeled with anti-CD8 FITC and anti-CD38
PE monoclonal antibodies (BD Simultest™, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Fixed
cells were acquired (at least 10,000 events) on a FACSCalibur and analyzed with
CellQuest software (BD Biosciences, USA). The analysis region was established by first
gating on the CD3" T lymphocytes. The results were expressed as the percentage of CD38-
positive cells of the total CD8"" T cells.

Quantification of lipopolysaccharide (LPS), soluble CD14 (sCD14) and intestinal fatty
acid-binding protein (I-FABP) plasma levels

Plasma samples were collected after the centrifugation of heparinized venous blood and
aliquoted and stored at —70°C until analysis. The samples were diluted in endotoxin-free
water, and plasma LPS levels were quantified using a commercial assay kit (Limulus
amebocyte lysate QCL-1000; Cambrex, Milan, Italy) according to the manufacturer’s
protocol. The results were expressed as pg/mL, and the sensitivity level was 10 pg/mL.
Soluble CD14 levels were measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
(sCD14 Quantikine; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA); the results were expressed
as ng/mL, and the minimum detection limit was 125 pg/mL. Plasma intestinal fatty acid-
binding protein (I-FABP) levels were determined using a commercial ELISA kit (Duo Set;
R&D Systems, USA). The results were expressed as pg/mL, and the minimum detection

limit was 31.2 pg/mL.
Cytokine measurement

A multiplex biometric immunoassay containing fluorescently labeled microbeads was used
for plasma cytokine measurement (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). The
following cytokines were quantified: IFN-y, TNF, IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-17 and MIP-1p
(macrophage inflammatory protein-1p). Cytokine levels were calculated with Luminex
technology (Bio-Plex Workstation; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Data

analysis was performed using the software provided by the manufacturer (Bio-Rad
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Laboratories, USA). A range of 0.51-8,000 pg/mL of the recombinant cytokines was used

to establish the standard curves and sensitivity of the assay.

Plasma levels of macrophage migration inhibitory factor (MIF) were measured using a
commercial ELISA kit (Duo Set; R&D Systems, USA), and the results were expressed as
pg/mL; the minimum detection level was 31.2 pg/mL.

Quantification of the Leishmania (Leishmania) infantum mag-1 gene in blood samples by
real time PCR

Blood samples were collected in EDTA tubes. DNA extraction was performed using a
DNeasy® blood and tissue kit and spin-column protocol (Qiagen, Valencia, CA, USA)
according to the manufacturer’s instructions. DNA was isolated from 200 pL of blood and
eluted with 100 pL of elution buffer. DNA concentrations and enrichment relative to
protein in all of the samples were determined at 260/280 nm with a spectrophotometer
(NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA), and DNA was stored at —
70°C until use.

A real-time PCR assay based on the TagMan system was used for the accurate
quantification of Leishmania infantum DNA in biological samples. Considering the
nuclear genome, MAG-1(major surface protease-associated gene) was chosen as the
molecular target. The MAG-1 primers sets used in this assay, as well as, the procedure
were performed according to a previously described protocol in Weirather et al (2011)
[37]. MAG-1 is specific since it was earlier designed against mag gene sequences only
known to be present in Leishmania (L.) infantum [38]. Briefly, specific primers based on
MAG-1 consisted of 3.75 pmol of forward primer (AGAGCGTGCCTTGGATTGTG),
3.75 pmol of reverse primer (CGCTGCGTTGATTGCGTTG) and 2.5 pmol of TagMan
probe (FAMT-GCGCACTGCACTGTCGCCCCC-TAMRA). The assay was performed in
a 10 pL final volume with 4 pL of sample DNA. Absolute quantification was determined
by comparison with a standard curve constructed using a 10-fold serially diluted sample of
L. infantum parasite DNA, corresponding to 10° to 10 parasites per reaction tube. This
parasite was recovered from a patient with visceral leishmaniasis and was properly

characterized as Leishmania (Leishmania) infantum (I0C563).
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The same working conditions described above were used for kinetoplast DNA (kDNA)
minicircles amplification [37]. Primers and probes were ~AATGGGTGCAGAAAT
CCCGTTC (3.75 pmol), CCACCACCCGGCCCTATTTTAC (3.75 pmol) and FAM-
CCCCAGTTTCCCGCCCCGGA-TAMRA (2.5 pmol). Amplification and detection were
performed using an ABI Prism 7500 sequence detection system (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA). Standards, samples and negative controls were analyzed in triplicate
for each run. The cycling parameters were 50°C for 2 min, 95°C for 10 min, and 40 cycles
of 95°C for 15 s and 60°C for 1 min. The results were expressed as parasitic forms per mL
(PF/mL) of blood. The sensitivity of the real time PCR for MAG-1 was 0.1 parasite por

mL.

Statistical analysis

The Mann-Whitney U test, Spearman’s test and Kruskall-Wallis test were performed using
GraphPad Prism software, version 5.0 (San Diego, CA, USA). The values were expressed
as medians and interquartile ranges. A multivariate statistical analysis was performed
through multiple linear regression (SPSS software, version 9.0) to determine the influence
of intervening variables on the percentage of CD38-positive cells of the total CD8"" T
cells (dependent variable). Absolute numbers of CD4™ T cells, viral load (absolute levels in
copies/mL), leishmaniasis (presence or absence) and LPS, sCD14, I-FABP and MIF levels
were considered as independent variables. The influence of intervenient factors, such as
parasite load, LPS, viral load and presence or absence of leishmaniasis, on the levels of
pro-inflammatory cytokines, including IFN-y, TNF, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-17, MIP-1p and
MIF, was also assessed.

RESULTS

Previous results have shown that AVL/HIV-AIDS cases evaluated after anti-leishmanial
therapy demonstrated enhanced levels of cellular activation [11]. In the present paper, we
found that during active disease, the percentage of CD38-positive cells on CD8" T
lymphocytes was already elevated in AVL/HIV-AIDS patients (82.5% [75.7%-90.1%)]). In
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addition, this percentage was as high as the remission phase of leishmaniasis (93.5%
[87%-97.9%], Figure 1A). The cellular activation status in the group of AVL/HIV-AIDS
patients was higher compared with the HIV-AIDS cases (55.8% [49%-64%]). As
expected, the lowest levels of cellular activation were found in HS (30.7% [28.6%-34%)]).

The presence of Leishmania infection and not HIV viral load was considered to be the co-
factor that led to the heightened activation levels observed in anti-leishmania-treated co-
infected patients [11]. In the present study, we investigated whether the elevated parasite
load was responsible for the maintenance of immune stimulation. Co-infected patients had
much higher parasite loads during active disease (53,356 PF/mL [34,913 PF/mL — 108,786
PF/mL]) compared with co-infected patients in the remission phase (1.2 PF/mL [1 PF/mL
— 22,640 PF/mL, p<0.05], Figure 1B). These results indicate that anti-leishmanial therapy
was successful in reducing the number of circulating parasites. As expected, the parasite
levels in the co-infected patients were higher than the AVL mono-infected patients in both
clinical phases (active: 2,856 PF/mL [1,440 PF/mL — 15,350 PF/mL], remission: 1.2
PF/mL [1 PF/mL - 400 PF/mL]). The parasite load was positively correlated with the
percentage of CD38 expression on CD8" T cells in the active AVL/HIV-AIDS patients
(r=0.60, p<0.05, Figure 1C). Surprisingly, no correlation was observed in the remission
phase, as high levels of activation were observed despite the lower parasite load (Figure
1D). Parasite load was also quantified with primers targeting kinetoplast DNA (KDNA)
minicircles [37]. Because kKDNA contains thousands of DNA minicircles enconding genes,
parasite load levels were more elevated in all of the groups evaluated (data not shown).
However, similarly to what was found to MAG-1, active AVL/HIV-AIDS co-infected
patients showed the highest kKDNA copy numbers, whereas in remission phase, it were
significantly lower (active: 132,000 PF/mL [25,000 PF/mL — 288,000 PF/mL], remission:
178 PF/mL [62 PF/mL — 18,000 PF/mL]). Thus, we conclude that having leishmaniasis
with its associated pathological damage is a background factor for the observed enhanced
cellular activation and such activation may not be directly associated with the presence of

the parasite itself.

Because the majority of AVL/HIV-AIDS patients had undetectable or low viral loads and

reduced parasitemia (Supplementary Table) after therapy, we further investigated whether

LPS originating from microbial translocation could be influencing T-cell activation

[24,32]. Active AVL-associated HIV-1/AIDS patients had much higher median levels of
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LPS (52 pg/mL [49.5 pg/mL — 57.7 pg/mL] than HS (26 pg/mL [14 pg/mL — 29 pg/mL],
p<0.001). However, the levels were similar to those observed in HIV-AIDS patients (50.6
pg/mL [45.7 pg/mL — 53 pg/mL]) (Figure 2A).

Enhanced circulating levels of sCD14 were observed in active co-infected patients
compared with HIV-AIDS patients, and the difference was more pronounced when co-
infected patients were compared with HS (Figure 2B and Supplementary Table). A
positive correlation was detected between LPS and sCD14 (r=0.40; p<0.05), indicating

that sCD14 was released by LPS-stimulated innate immune cells (Figure 2C).

Interestingly, LPS and sCD14 levels were still elevated during the remission phase, and the
levels were similar to those observed in active co-infected patients (Figure 2A and B).

Gut damage has been implicated in the increased intestinal permeability and microbial
translocation into the circulation [25,26,39]. Because microbial translocation could also
occur in AVL [32], we evaluated whether the Leishmania-HIV-1 association could lead to
enhanced enterocyte damage. AVL/HIV-AIDS patients showed augmented levels of I-
FABP, but these levels were not different from HIV-AIDS cases (Figure 2D). All of the
groups presented significantly higher I-FABP levels than HS (p<0.001). Upon examination
of all of the patients infected with HIV-1, a positive correlation was verified between
IFABP and LPS levels (r = 0.40; p<0.05), suggesting the occurrence of intestinal damage
(Figure 2E).

To some extent, these results indicate that tissue damage is an indirect key factor in the
ongoing T cell activation observed in AVL/HIV-AIDS patients, even after anti-leishmanial
therapy. Another consequence of this immune-activated status is a large release of

inflammatory cytokines.

MIF is a proinflammatory cytokine that is released in response to many stimuli, including
endotoxemia (i.e., LPS). In comparison with HS (p<0.001), AVL/HIV-AIDS (active and
remission phase) and HIV-AIDS patients showed significantly higher levels of MIF,
although no significant difference was found between co-infected and HIV-1/AIDS

patients (Figure 2F).

To determine which factors were associated with the high activation levels observed in the

co-infected patients, a multivariate statistical analysis was performed through multiple
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linear regression. The model showed that the presence of Leishmania infection influenced
T-cell activation (p< 0.001). Additionally, we observed a significant positive correlation
between LPS and CD38 expression on CD8" T lymphocytes (p<0.001) after controlling for
CD4" T cell counts, HIV viremia and sCD14, I-FABP and MIF levels (Table 1). Parasite
load could not be included as a variable because it was not present in all three patient

groups evaluated (Table 1).

Another well-described outcome of immune activation in both HIV/AIDS and VL patients
is the secretion of proinflammatory molecules [13,18]. Moreover, LPS is also known for
its potent immunostimulatory activity through TLR-4 stimulation, leading to the
production of a variety of proinflammatory cytokines [40]. To investigate a possible
synergism in the proinflammatory response induced in the co-infected patients, a multiplex
cytokine assay was performed. Similar to T-cell activation, the plasma levels of
proinflammatory cytokines were also highly elevated in co-infected patients compared
with HIV/AIDS patients and HS (Table 2). Coinfected patients showed significantly
higher median serum levels of all of the inflammatory cytokines than the HIVV/AIDS or VL
mono-infected cases alone (Table 2).

The factors underlying this cytokine storm in co-infected patients were also analyzed
(Table 3). For such an analysis, each cytokine was considered to be a dependent variable
(IFN-y, TNF, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-17, MIP-1p and MIF), and viral load, LPS, sCD14
levels and Leishmania infection (presence or absence of leishmaniasis disease, but not
parasite load) were considered to be independent variables. In this analysis, we verified
that LPS levels were positively correlated with I1L-6 and IL-8 levels (Table 3). Soluble
CD14 levels were positively correlated with IL-8 and negatively correlated with MIP-1p
levels. Moreover, Leishmania infection was positively correlated with levels of TNF, IL-6,
IL-8, IL-17 and MIP-1B. Taken together, these data suggest that an activated and
inflammatory state can indeed be observed in AVL/HIV-AIDS co-infected patients.

Discussion

A previous study demonstrated that AVL/HIV-AIDS co-infected patients have enhanced

cellular activation levels, even under antiretroviral therapy and after anti-leishmanial
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treatment. Leishmania infection was the co-factor associated with the percentage of CD38
on CD8" T lymphocytes independent of CD4" T cells counts and viral load [11]. In the
present study, we first investigated whether the persistence of Leishmania parasites after
therapy could explain the activated phenotype observed in treated co-infected patients.

In this paper, both active AVL/HIV-AIDS patients and those in remission had high
percentages of CD38 on CD8" T lymphocytes, indicating that co-infected patients have an
increased cellular activation status independent of the clinical phase of leishmaniasis, ART
use or even anti-leishmanial treatment. Interestingly, the majority of AVL/HIV-AIDS
patients in remission showed lower parasite loads than patients in the active phase. Blood
parasite clearance in treated co-infected patients appeared to be as effective as in treated
AVL patients without HIV/AIDS, as similar medians values of parasite loads were
detected between the two groups of patients (MAG-1 copy numbers were undetectable in
five AVL/HIV-AIDS and in three AVL patients). On first glance, this result suggests that
anti-leishmanial therapy was successful in reducing the parasite load, despite HIV-1
infection and poor immune reconstitution (Supplementary Table). However, the patients in
remission did not completely clear Leishmania kDNA from the blood, and the KDNA
remained detectable by real-time PCR even after six months of anti-leishmanial treatment
(data not shown). This result is in accordance with similar studies in a cohort of treated
coinfected patients in the Mediterranean, thus reinforcing the notion that AVL/HIV
patients take longer to achieve Leishmania PCR negativity after specific therapy [41].
However, despite successful treatment, Leishmania may remain in the bone marrow, and
this can explain the return of parasite replication and the frequent reactivation episodes of
the disease [6,7,41]. Herein, although parasite antigens cannot be ruled out as an important
factor driving cellular activation in AVL/HIV-AIDS patients, we did not observe a positive
correlation between parasite load and the percentage of CD38 on CD8" T cells in co-
infected patients in remission. Such a correlation was only observed for active AVL/HIV-
AIDS patients.

In addition to leishmanial antigens [13], LPS has been implicated in T-cell activation in

VL patients [32]. Considering that LPS also plays an important role in HIV-1 pathogenesis

[24], we expected that this microbial product would be a more relevant factor in

maintaining the activation status in co-infected patients. Increased LPS levels were found

in both active and treated AVL/HIV-AIDS patients, which is consistent with their
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augmented cellular activation status. Additionally, the positive correlation between LPS
and IFABP supports the hypothesis that this microbial product originates in the lumen, as
IFABP is released after enterocyte damage [23,42]. However, LPS levels were similar
between co-infected and HIVV-AIDS cases, suggesting that HIV-1 infection itself is such a
potent inducer of microbial translocation that LPS levels in VL patients harboring this

virus are already at a threshold.

After adjusting for confounding variables, such as CD4" T cell counts, HIV-1 viral load
and sCD14, I-FABP and MIF levels, by multivariate regression analysis, LPS levels and
the presence of Leishmania infection were the factors that were significantly associated
with T cell activation. In contrast, parasite load was not correlated with the high
percentage of CD38 on CD8" T lymphocytes in a bivariate analysis, most likely because
the parasite burden was lower after therapy in comparison with active patients. No
association was detected even when co-infected patients were matched by viral load in a
multivariate analysis (data not shown). Thus, we reasoned that the variable “Leishmania
infection” discriminated the presence or absence of the disease (visceral leishmaniasis)

together with its immunopathological disorders.

Macrophages/monocytes and dendritic cells, in addition to being the host cells harboring
Leishmania amastigotes, are also potent producers of proinflammatory cytokines upon
Toll-like receptor 4 activation by LPS [43]. In our study, we demonstrated an enhanced
inflammatory cytokine milieu in AVL/HIV-AIDS patients independent of the clinical
phase of leishmaniasis, as serum levels were still elevated after anti-leishmanial treatment.
In addition, these levels were much higher compared with those observed in HIV/AIDS
[44] or VL mono-infected cases [32-34]. The data suggest that although LPS levels had
reached a plateau, the immunostimulatory functions of LPS-induced cytokines or even the
remaining leishmanial antigens may contribute to the complex pathologic environment
found in these patients. In accordance with our results, a previous study also described
higher levels of TNF and IFN-y in AVL-HIV co-infected patients in comparison with
HIV® and VL" controls. More importantly, these levels remained elevated five months
after anti-leishmanial treatment and ART use [45]. Thus, as proposed for HIV-positive
patients [46], the augmented TNF levels observed in our co-infected patients could
contribute to microbial translocation by disrupting mucosal barrier integrity. Moreover, the
high intestinal leishmanial parasitemia [47,48] and frequent diarrheal episodes in
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AVL/HIV-AIDS patients can be key factors in aggravating intestinal permeability. Our
results indicate that the cytokine network induced by the Leishmania/HIV-1 association

differs from monoinfections and suggest an in vivo synergistic effect in coinfected patients.

An analysis of the factors that could be associated with this cytokine storm revealed that
LPS was positively correlated with IL-6 and 1L-8, which were most likely produced by
LPS-stimulated innate cells. Although the cytokine MIF is involved in IL-6 and IL-8
production after LPS stimulation [49], no correlation between MIF and LPS was verified
in this study. In co-infected patients, the presence of Leishmania infection was also
positively correlated with not only IL-6 and IL-8 but also TNF, IL-17 and MIP-1p. Thus,
AVL/HIV co-infection results in much higher levels of plasma inflammatory cytokines,
which in turn can contribute to the vicious cycle of persistent immune activation
[18,19,40].

In summary, the results of this study suggest that LPS levels along with the immune
consequences of leishmaniasis (“Leishmania infection” variable) are associated with high
levels of cellular activation in co-infected patients. However, these co-factors appear to
contribute to cellular activation by enhancing the plasma cytokine storm, not via parasite
burden, as low levels of Leishmania KDNA were observed after specific treatment and
ART use. Further studies with larger groups of patients could reveal more about the
intricate host, Leishmania and HIV-1 dynamics and support the hypothesis that
opportunistic infections in general may trigger the secretion of proinflammatory cytokines

that enhance T-cell activation.

Taken together, we speculate that the translocation of microbial products may have more
severe consequences in AVL/HIV-AIDS patients resulting in potentiated plasma levels of
inflammatory cytokines, which may promote and refuel cellular activation. Because
persistent T-cell activation may prevent immune reconstitution and culminate in the
exhaustion of immune resources, further studies will be necessary. A prospective study
design is currently in progress, and the results will be essential to not only validate the data
described here but also investigate the consequences to the functionality of T cells with
respect to the memory compartment, senescence and the antigen-specific cytokines

produced. These results may offer a rational basis for the introduction of secondary
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chemoprophylaxis for leishmaniasis or even the use of anti-inflammatory drugs or

antibiotics against gram-negative bacteria.
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Table 1. Multivariate analysis of CD38-positive cells on CD8" T lymphocytes by CD4™ T

cell count, viral load, LPS, sCD14, MIF and IFABP levels and Leishmania (Leishmania)

infantum infection in Leishmania/HIV-1 co-infected and HIV-1 infected patients.

Independent variables

Dependent variable

Percentage of CD38" on CD8" T lymphocytes

CD4" T cell count, cells/mm?®

Viral load levels (copies/mL)

Leishmaniasis (presence or
absence)

LPS levels (pg/mL)

sCD14 levels (pg/mL)

IFABP levels (pg/mL)

MIF levels (ng/mL)

Coef!

-0.021

0.049

0.817

0.373

0.061

0.153

0.124

SE?

0.014

0.001

5.478

0,213

0.002

0.002

0.118

0.875

0.624

0.0001

0.001

0.609

0.097

0.218

1 Coef - Correlation coefficient, 2 SE - Standard error , VL — viral load, LPS —
lipopolysaccharide, sCD14 - soluble CD14, IFABP — intestinal fatty acid binding protein,
MIF — macrophage migration inhibitory factor.

Obs. HIV-1 infected patients were also included in this analysis.
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Table 2. Plasma proinflammatory cytokine levels in the study population.

Cytokines Active Remission HIV-1 Active AVL  Remission Healthy P Value* P Value**
pg/mL AVLHIV AVLHIV Infected (n=5) AVL Subjects
(n=5) (n=7) (n=7) (n=8)
IFN-y 2,795 2,411 150 1,143 783 19 0.0001 0.0001
(1,344 - 7,104) (1,415 - (56-332) (445-4,446) (367-3,482) (5.3-145)
6,157)
TNF 490 374 165 143.5 100 2 0.0001 0.001
(284-1,503) (302-1,207)  (86-200) (37.7-555)  (57.3-588.5)  (1.5-8.5)
IL-6 536 947 81 416 49 1 0.0001 0.006
(61-6,128) (276-9,068)  (45-110) (211-557) (30-115) (0,3-2,5)
IL-8 2,447 3,244 170 8,000 4,325 2.5 0.01 0.006
(1,050-10,844) (2,439- (130-220) (1,887- (427-8,988)  (1.5-3.0)
17,999) 13,578)
IL-1B 16 112.5 15 9.7 7.5 0.5 0.01 0.0001
(3.5-209) (17.1-351) (10-20) (4-226) (2-138) (0.4-0.62)
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IL-17 231 256 65.2 288 1935 2 0.0008 0.0006
(118-417) (161-500)  (46-90) (102-398)  (131-626.6)  (2-16)
MIP-1B 2,157 546 243 730.3 571.5 143 0.008 0.008

(430-3,928)  (441-923)  (165-318)  (418-3,363)  (426-1,111)  (0.1-50.2)

n-number of patients, IL-interleukine, TNF-tumor necrosis factor, MIP- macrophage inflammatory protein-1beta.
Note: Data are median (interquartile range) values.
*Among active visceral co-infected patients (AVL/HIV) and HIV-1 infected patients.

** Among remission visceral co-infected patients and HIV-1 infected patients.
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Table 3. Multivariate analysis of each proinflammatory cytokine measured (dependent
variable) by viral load, LPS, sCD14 and Leishmania infection (independent variables) in

Leishmania/HIV-1 co-infected patients.

Dependent variables Independent variables
LPS Viral load sCD14 Leishmania
TNF 0.296 0.709 0.980 0.003
IL-1P 0.685 0.766 0.979 0.122
IL-6 0.018 0.849 0.527 0.005
IL-8 0.008 0.968 0.019 0.001
IL-17 0.939 0.856 0.246 0.001
MIP-1 0.968 0.563 0.011 0.001
MIF 0.141 0.399 0.877 0.969

1 Coef - Correlation coefficient, 2 SE - Standard error , LPS — lipopolysaccharide,
MIP-1p — macrophage inflammatory protein, MIF - macrophage migration inhibitory
factor.

Obs. HIV-1 infected patients were also included in this analysis.
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Figure 1.  Cellular  activation levels and blood quantification  of
Leishmania (Leishmania) infantum DNA in American visceral leishmaniasis/HIV-AIDS
patients (AVL/HIV) co-infected patients. (A) Percentage of CD38-positive cells on CD8*
T lymphocytes in AVL/HIV patients during the active phase (solid squares) and in
remission (solid triangles), HIV-AIDS cases (solid circles) and healthy subjects (stained
squares). (B) Real-time PCR for parasite load was performed on blood samples collected
from AVL/HIV patients during active disease (solid squares) and in remission (solid
triangles). AVL patients without HIV-1 infection were included as controls for both
clinical phases of leishmaniasis (active: open squares, remission: open triangles). The
results are expressed as the number of promastigote forms per mL of blood. (C)
Correlation between the parasite load and the percentage of CD38-positive cells on CD8"
T cells in active AVL/HIV-AIDS patients. (D) Correlation between the parasite load and
the percentage of CD38-positive cells on CD8" T cells in AVL/HIV-AIDS patients in
remission. Each point represents one subject. Horizontal bars indicate the median value.

Dashed line represents the sensitivity of the real-time PCR assay.

Figure 2. Microbial translocation and gut damage in American visceral leishmaniasis/HIV-
AIDS patients (AVL/HIV). (A) Plasma lipopolysaccharide (LPS) levels and (B) soluble
CD14 (sCD14) levels in AVL/HIV co-infected patients during active disease and in
remission, HIV/AIDS cases and health subjects (HS). (C) Correlation between plasma LPS
and sCD14 levels in AVL/HIV-AIDS and HIV-AIDS patients. (D) Plasma levels of
intestinal fatty acid-binding protein (I-FABP). (E) Correlation between plasma LPS and I-
FABP levels in AVL/HIV-AIDS and HIV-AIDS patients. (F) Plasma levels of
macrophage migration inhibitory factor (MIF). Each point represents one subject. The

horizontal bars indicate the median value.
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Supplementary Table. Clinical and laboratorial characteristics of study patients and healthy subjects.

Active Remission HIV-1 patients Active AVL Remission AVL Healthy Subjects
AVL/HIV AVL/HIV
(n=12) (n=9) (n=16) (n=5) (n=7) (n=14)
Parasite load 53,356 PF/mL 1.2 PF/mL - 2,856 PF/mL 1.2 PF/mL -
(34,913 — 108,786) (1- 22,640) (1,440 — 15,350) (1-400)
LPS 52 pg/mL 53 pg/mL 50.6 pg/mL 41.5 pg/mL 34.3 pg/mL 26 pg/mL
(49.5 - 57.7) (47.5 - 55) (45.7 - 53) (37.6 — 43) (29.4 - 38) (14 - 29)
Viral load 50,334 142,240 12,010 - - -
(copies/mL) (20,000 —119,000) (24,025-279,321) (2,000 —136,625)
CD4'T 114 cells/mm?® 62 cells/mm? 380 cells/mm?® 426 cells/mm® 727 cells/mm? 1,099 cells/mm?
(45-118) (52 - 127) (223 - 450) (137 - 553) (588 — 829) (951 -1,304)
sCD14 7,295 ng/mL 6,508 ng/mL 5,438 ng/mL 5,133 ng/mL 3,556 ng/mL 2,908 ng/mL
(6,213 - 8,719) (5,299 - 8,219) (5,185 - 6,240) (4,213 - 6,800) (2,650 —4,034) (2,308 - 3,271)
IFABP 1,721 pg/mL 1,862 pg/mL 1,419 pg/mL 918 pg/mL 794 pg/mL 234.2 pg/mL
(1,315 - 2,1050 (1,265 - 2,556) (818 - 2,403) (536 — 1,360) (606 — 1,099) (73.8-718)
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MIF 57.4 ng/mL 58.3 ng/mL 57.3 ng/mL 32 ng/mL 15.6 ng/mL 5.1ng/mL

(40.5 - 68.5) (35.8- 66.5) (46.2- 72.4) (28 - 38.9) (12.6 — 27.5) 37-72

N= number, AVL — American visceral leishmaniasis, PF/mL — parasitic forms per mL of blood. Data are median (interquartile range) values.
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FIGURE 2.
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5.5 APENDICE DE RESULTADOS

5.5.1 Introducgéo

Recentemente, a ativagdo cronica do sistema imune observada nos pacientes
infectados pelo HIV-1 vem sendo associada ao processo de imunosenescéncia,
caracterizado pela deterioracdo das atividades funcionais dos linfocitos T (Appay e
Rowland-Jones, 2002). Esta deterioracdo pode ser observada clonal ou sistemicamente. A
ativacdo persistente e o alto turnover de células T, principalmente de linfécitos T CD8"
especificos, devido a uma replicacdo viral crénica, mesmo que em niveis basais pode
culminar em um processo de exaustdo clonal, através da perda da capacidade replicativa.
Considerando que a LV também cursa com uma intensa ativacdo do sistema imune nos
pacientes acometidos, ela também pode contribuir para acelerar o fendémeno da
senescéncia. Dessa maneira, o objetivo desse apéndice de resultados foi investigar o grau
de imunosenescéncia apresentado pelos pacientes LV/HIV-1 e o qudo este difere dos
individuos com apenas uma das enfermidades (casos de HIV-1 e casos de LV apenas),
bem como dos individuos sadios para ambas as enfermidades.

A avaliagdo do perfil de distribuicdo do repertdrio de linfocitos T
(mono/oligoclonal/policlonal), através da expressdo de regiGes variaveis da cadeia beta
(VP) também foi investigada por citometria de fluxo. Essa estratégia pode ajudar a
compreender as diferencas qualitativas na resposta imune nos pacientes coinfectados e
estabelecer possiveis correlagbes com a evolucdo clinica. Além disso, a analise do
repertdrio pés-TARV e pos-tratamento anti-Leishmania poderé fornecer dados sobre uma
possivel correlacdo entre a expansdo de determinadas familias VB e o status imune dos

pacientes.

5.6 Casuistica

Para estas avaliacfes foram incluidos 18 casos de coinfeccdo com leishmaniose
visceral e HIV-1 (LV/HIV-1), dos quais 13 foram avaliados na fase ativa da LV e 12 no
poOs-tratamento especifico para a LV. Entre os 13 pacientes admitidos na fase ativa da
doenca, sete deles foram acompanhados até a fase logo ap0s o tratamento para Leishmania
e, portanto, estdo incluidos dentre os 12 pacientes do pds-tratamento. Paralelamente,
estudamos individuos portadores de leishmaniose visceral (quatro casos) sem historia de

93



infeccdo pelo HIV-1, individuos infectados pelo HIV-1, sem histérico de leishmaniose
visceral (seis casos) e individuos sadios para ambas as infec¢des (n = 13). Os pacientes
foram incluidos no estudo no periodo de marco de 2011 a julho de 2012. O universo de
pacientes coinfectados Leishmania/HIV foi estabelecido nos centros de saude com os quais
colaboramos e 0s mesmos, continuam em acompanhamento clinico-ambulatorial.

Os pacientes LV/HIV-1 recrutados para este apéndice de resultados foram
provenientes de trés instituicdes de satde: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo, USP (um caso), Universidade Federal do Mato Grosso do
Sul, UFMS (quatro casos), Hospital Eduardo de Menezes, Belo Horizonte, Minas Gerais
(13 casos). Estes ultimos 13 pacientes coinfectados fazem parte da tese de doutorado da
Dra. Glaucia Cota, cujo objetivo é a avaliacdo clinica prospectiva, bem como, os fatores
possivelmente relacionados ao aparecimento dos episddios de reativagdo da LV. Os
pacientes que foram estudados receberam o tratamento especifico preconizado pelo
Ministério da Salde e terdo seu acompanhamento garantido nas unidades de salde as quais
eles séo vinculados (Brasil, 2011).

Os pacientes foram considerados infectados pelo HIV-1 quando apresentaram 0S
exames soroldgicos ELISA e Western Blot positivos, conforme protocolo do Ministério da
Saude (Brasil, 2004).

O diagnostico de leishmaniose visceral foi estabelecido através da deteccdo de
formas amastigotas de Leishmania nas células da medula &ssea (esfregaco ou
histopatoldgico) e/ou visualizacdo de formas promastigotas do parasito em culturas (meio
NNN) de aspirado medular.

O estudo foi transversal e longitudinal, uma vez que os pacientes coinfectados
LV/HIV-1 foram incluidos no protocolo de estudo durante o episédio ativo de
leishmaniose visceral, porém apenas sete deles foram acompanhados prospectivamente no
tempo logo ap6s o tratamento anti-Leishmania. Estes sete pacientes foram provenientes de
Minas Gerais e permanecem em acompanhamento até o presente momento. Tal estudo
prospectivo permitird o estudo de pardmetros imunoldgicos tomando por principio a
andlise das condigdes clinicas e laboratoriais de base apresentadas pelo paciente no inicio
do estudo.

Os pacientes e os voluntarios que aceitaram participar deste estudo assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo 5). Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Humanos da FIOCRUZ (protocolo n° 290/05) e pelo
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Comité de Etica em Pesquisa em Humanos do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas (IPEC), sob 0 nimero 0045.0.011.009-07 (CAAE — anexo 6).

5.7. METODOLOGIA

5.7.1 Obtencdo de material bioldgico para ensaios laboratoriais

No momento de admissdo no protocolo de estudo foram coletados 45 mL de
sangue periférico de cada individuo: 3 tubos com heparina (10 mL cada), 1 tubo sem
anticoagulante (5 mL) e 2 tubos com EDTA (5 mL cada). A coleta era repetida a cada nova
visita do paciente ou a qualquer momento em que havia mudanga no curso clinico da
infecgdo. Tal coleta foi feita de acordo com o critério clinico de acompanhamento.

As células mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram obtidas a partir do
sangue heparinizado para: (1) caracterizacdo fenotipica das células mononucleares por
citometria de fluxo, (2) os ensaios de estimulacdo in vitro frente a estimulos antigénicos
(antigenos de Leishmania e do HIV), (3) caracterizagdo fenotipica quanto ao repertorio dos
linfécitos T circulantes e das células reativas a antigenos de Leishmania e HIV-1 por
citometria de fluxo. O sangue total conservado em EDTA foi utilizado para a contagem
absoluta dos linfocitos T CD4" e T CD8" e uma aliquota foi armazenada a -70°C para
posterior quantificacdo da carga parasitaria através da deteccdo do DNA do parasito, por
PCR em tempo real. Do plasma obtido do tubo com EDTA foram geradas duas aliquotas
estocadas a -70°C para a quantificacdo da carga viral. O soro foi dividido em aliquotas e
estocado a -4°C até o momento do uso.

Visando garantir a qualidade das amostras, as trés unidades colaboradoras de
outros estados brasileiros recebiam um kit contendo caixa de transporte de material
bioldgico a temperatura ambiente (categoria B, UN3373, Imer, Brasil), tubos para a coleta
de sangue e aliquotas, conforme descrito acima. Além disso, o kit continha instru¢bes para
a coleta de sangue, aliquotagem, armazenamento das amostras, termos de consentimento
livre e esclarecido e ficha clinico-epidemiolégica. Os tubos com heparina e um tubo com
EDTA foram enviados ao Rio de Janeiro, através de transporte aéreo, seguindo as normas
de seguranca da IATA (International Air Transportation Association). O tempo decorrido
entre a coleta de sangue e o processamento do material foi em média de 24 horas. O soro,
0 plasma do tubo de EDTA (carga viral) e o sangue total aliquotados na unidade local
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foram enviados posteriormente ao IOC/FIOCRUZ em caixa de transporte de material

bioldgico com temperatura controlada (categoria B, UN3373, Imer, Brasil).
Avaliacao viroldgica
5.7.2 Determinacdo do numero de cépias de RNA do HIV-1 no plasma sanguineo.

A quantificacdo do nimero de copias de RNA viral foi realizada a partir do
plasma dos pacientes, através da tecnologia de amplificacdo bDNA. A técnica foi realizada
utilizando o kit Versant® HIV RNA 3.0 assay (Siemens, Tarrytown, NY, EUA) e o
intervalo de deteccdo deste sistema € de 50 a 500.000 cépias de RNA/mL de plasma.

Este ensaio foi realizado no Laboratério de AIDS e Imunologia Molecular,
IOC/FIOCRUZ, Centro de Referéncia para o Ministério da Saude quanto a quantificacdo

da carga viral plasmatica, determinac&o dos linfécitos T CD4" e genotipagem viral.

5.7.3 Obtengdo de células mononucleares do sangue periférico (CMSP) e estimulacéo in

vitro com antigenos especificos

O sangue heparinizado foi diluido na propor¢do 1:1 em meio RPMI 1640
completo, ou seja, suplementado com 10mM de hepes, 1,5 mM de L-glutamina, 0,04 mM
de 2-mercaptoetanol e antibiéticos (penicilina e estreptomicina) (Sigma Chemical Co, St
Louis, MO, EUA). As CMSP foram obtidas através de centrifugacdo em Ficoll-Hypaque
(Histopaque — 1119, Sigma, EUA) obedecendo a proporcdo 1:2, a 970g por 20 minutos a
20°C (Thermo Scientific IEC/CL40R, Thermo Electron Corporation, Alemanha). O anel
contendo as CMSP foi coletado com o auxilio de uma pipeta Pasteur. As células obtidas
foram lavadas trés vezes por centrifugacdo a 4°C e utilizadas para ensaios de estimulacdo
in vitro e para imunofenotipagem. O nimero de células viaveis foi avaliado por exclusdo
da incorporagdo do azul de Tripan (Sigma, EUA) e a contagem realizada na camara de
Neubauer (Zeiss Axioskop 2, Carl Zeiss, Alemanha).

As células utilizadas para a estimulagdo in vitro foram ajustadas para 2 X 10°
células/mL em meio RPMI 1640 completo acrescido de 10% de soro AB RH* humano
inativado (Sigma, EUA) e cultivadas em placas de 24 pocos de fundo chato (Nunclon™,
Nunc Brand Products, Dinamarca). As CMSP foram estimuladas com 10° promastigotas
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de L. infantum (I0C-2930) e antigeno do nucleocapsideo viral — p24 (Protein Sciences,
Meriden, CT, EUA) na presenca da citocina IL-2 recombinante (Sigma, EUA). Um dos
pogos recebeu apenas celulas em meio RPMI completo, sendo utilizado como controle. As
CMSP foram cultivadas por trés dias a 37°C em estufa com atmosfera Umida em presenca
de CO, (Napco® Automatic CO2 Incubator, Precision Scientific Inc., Chicago, IL, EUA).
No terceiro dia, 0s sobrenadantes das culturas foram coletados e estocados em um freezer
—70°C para posterior dosagem de citocinas e as células estimuladas foram utilizadas para a
imunofenotipagem.

O volume excedente das CMSP foi criopreservado para avaliagbes posteriores.
Para tal, as células foram centrifugadas a 530g por 10 minutos a 4°C, e uma vez descartado
0 sobrenadante, foram ressuspensas em 1 mL de solugéo de criopreservagdo previamente
gelada, que consiste de soro fetal bovino-SFB 90% (Sigma, EUA) e DMSO 10%
(dymethyl sulphoxide, Sigma, EUA). As células foram congeladas overnight a -70°C no
Mr. Frosty (Nalgene®, Rochester, NY, USA) e em seguida foram transferidas para um
container contendo N liquido (Thermolyne, Locator 4, Cryobiological Storage System,
CA, EUA).

Parametros utilizados para a avaliacdo do grau de comprometimento do sistema

imune
5.7.4 Contagem dos linfocitos T CD4" e CD8"

A determinacdo dos linfécitos T CD3*/CD4" e CD3"/CD8" foi realizada a partir
de amostras de sangue venoso, através do sistema BD TruCount® (BD — Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, EUA), o qual baseia-se na utilizacdo de beads (“bilhas magnéticas™)
de referéncia para a quantificacdo absoluta destas subpopulacBes. Um painel de
anticorpos monoclonais especificos para as moléculas de CD4, CD8 e CD3, triplamente
marcados com fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) e peridina-clorofila (PercP),
respectivamente (TRITest®, BD Biosciences, EUA) também foi utilizado. As amostras
foram avaliadas por citometria de fluxo, utilizando-se o equipamento FACSCalibur® (BD
Biosciences) e um programa computacional apropriado para esta analise (Multiset®, BD

Biosciences).
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5.7.5 Caracterizacdo fenotipica das CMSP quanto a senescéncia replicativa por citometria

de fluxo.

Esta andlise visou a avaliagdo da correlacdo do status clinico e imunoldgico do
paciente com 0 seu respectivo grau de imunosenescéncia. Dessa maneira, a marcacdo de
superficie foi realizada ap6s as células serem ajustadas para 2x10° por tubo em 100ul de
PBS (salina tamponada com fosfato) contendo 0,1% de azida-sodica e incubadas com 5ul
dos seguintes anticorpos monoclonais: A) subpopulagdo linfocitaria: CD4" e CD8"
(anticorpo anti-CD4 PerCP e anti-CD8 APC humano); B) senescéncia replicativa: CD57
(anticorpo anti-CD57 humano FITC) e CD27 (anticorpo anti-CD27 humano PE), todos
adquiridos da BD Biosciences Pharmingen™, Califérnia, EUA).

Apos a incubacdo por 30 minutos, as células foram lavadas por centrifugacdo a
5309 por 10 minutos a 4°C, fixadas com PBS a 1% de paraformoldeido (Sigma, EUA), e
conservadas a 4°C até serem adquiridas e analisadas por citometria de fluxo. Para a
aquisicdo e andlise dos resultados de todas as avaliagdes citofluorimétricas foram
utilizados o equipamento FACSCalibur®, e o software de analise BD Cell Quest Pro™
(ambos adquiridos da BD Biosciences, EUA). Para cada amostra foram adquiridos cerca
de 10.000 eventos dentro da regido definida (populacao de linfocitos).

O protocolo de andlise utilizado estd ilustrado no Esquema 1. A regido que
continha a populagéo de linfocitos T, foco de nosso estudo, foi definida de acordo com o
tamanho (FSC — forward scatter) e a granularidade (SSC — side scatter) das células (passo
A). As subpopulages linfocitarias foram definidas por fluorescéncia (PerCP ou APC) e
tamanho (passo B). Posteriormente, para se definir a proporcdo de células que
expressavam o fendtipo de senescéncia replicativa, foram realizadas duas analises. Na
primeira, avaliou-se o percentual de células senescentes (CD57") dentro das populacdes de
linfocitos T CD4" e T CD8" (passo C). Na segunda, avaliou-se o percentual de células
simples-positivas CD57'CD27" dentro das subpopulagdes linfocitarias de T CD4™ e T
CD8" (passo C).
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Esquema 1. Etapas do protocolo de analise citofluoriométrica para as moléculas
associadas a senescéncia replicativa (CD57 e CD27). R1-populacdo de linfocitos definida
por tamanho e granularidade e R2 e R3- populagbes de linfocitos T expressando as

moléculas CD4 e CD8, respectivamente. FSC — forward scatter, SSC — side scatter.
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5.7.6 Analise do perfil do repertdrio de receptores de linfocitos T (TCR) por citometria de

fluxo

Para a avaliacdo do repertdrio de linfocitos T utilizamos um kit de anticorpos
monoclonais especificos para 24 diferentes cadeias pertencentes a 19 das 26 familias V3
conhecidas (IOTest® Beta Mark — Beckman-Coulter, Fullerton, CA, EUA). Neste Kit, trés
diferentes VP sdo analisados simultaneamente no mesmo tubo, sendo 0s anticorpos
marcados com FITC, PE e com a combinagdo FITC-PE. Este esquema de marcagédo
permitiu analisar a expressdo das cadeias nas subpopulagdes de linfocitos T CD4" e CD8"
separadamente, utilizando-se um anticorpo anti-CD4 marcado com clorofila-peridinina
(PerCP) e um anticorpo anti-CD8 marcado com aloficocianina (APC), conforme descrito
no item acima, utilizando ainda o mesmo citdmetro e software. Para cada amostra foram
adquiridos 20.000 eventos dentro da regido definida (populacéo de linfécitos). A relagédo
dos 24 anticorpos que constituem este kit, bem como, suas especificidades antigénicas

encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1. Descricdo dos 24 anticorpos disponiveis no kit IOTest Beta Mark utilizados para

a analise do repertorio V3 e suas especificidades antigénicas.

Anticorpos V[* Especificidades Anticorpos V* Especificidades
VBI1 VB1.1,1.2 VB12 VBI12
VP2 VP2 Vp13.1 VPB13.1,13.4
VP3 VP3 VB13.2 VB13.2
Vp4 Vp4 VPB13.6 VB13.6

Vp5.1 Vp5.1 Vp14 VB14
VB5.2 VB5.2 VB16 VB16
Vp5.3 VB5.3 VB17 VB17
VB7.1 VB7.1,7.3 VB18 VB18
Vp7.2 Vp7.2 VB20 VB20
VP8 VP8 Vp21.3 VB21.3
VB9 VB9 Vp22 Vp22
VB11 VB11 VB23 VB23

*Nomenclatura retirada de Wei et al. (1994).

A estratégia utilizada para a analise do perfil de distribui¢do do repertorio do TCR
foi semelhante aquela descrita para a avaliacdo da senescéncia replicativa (Passo A e B).

Em seguida, a expressdo das diferentes familias VP foi determinada nos graficos de dot
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plot criados dentro das populacdes de linfocitos T CD4" e T CD8" (Passo C), de modo que
a fluorescéncia emitida por FITC (quadrante superior esquerdo) determina um segmento
VB, a emissdo de PE (quadrante inferior direito) define um segundo VP e a dupla emissao

FITC-PE define um terceiro segmento (quadrante superior direito).
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Esquema 2. Etapas do protocolo de analise citofluorimétrica para a determinacdo do
percentual de células T expressando determinada cadeia V. R1-populacdo de linfocitos
definida por tamanho e granularidade e R2 e R3- populacdes de linfécitos T expressando

as moléculas CD4 e CD8, respectivamente. FSC — forward scatter, SSC — side scatter.
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5.7.7 Analise Estatistica

As comparacdes entre os grupos foram realizadas pelo teste Mann Whitney (ndo-
paramétrico) e para as analises de correlacdo utilizamos o teste de Correlacdo de Spearman
(GraphPad Instat, GraphPad Software, San Diego, EUA — versdo 5,0). Quando trés ou
mais grupos foram comparados simultaneamente, foi utilizado o teste ANOVA, ndo
paramétrico (Kruskal-Wallis) e o posteste de Dunns. Foram consideradas significativas as

diferencgas com valores de p < 0,05.

5.8 RESULTADOS

5.8.1 Caracteristicas clinicas dos pacientes coinfectados com leishmaniose visceral e
HIV-1/AIDS (LV/HIV-1)

Foram avaliados 18 pacientes de leishmaniose visceral infectados pelo HIV-1
(LV/HIV-1). Todos os pacientes apresentavam doenca ativa (abertura de caso, primeiro
episddio ou reativacdo), no momento de admissdo do protocolo. O esquema de
acompanhamento esta descrito na Tabela 2. Em vista do acompanhamento clinico e de
todas as analises ainda estarem em andamento, os achados que serdo descritos neste
apéndice de resultados, em relacdo a senescéncia replicativa e ao perfil de distribuicdo do
repertorio das familias VB foram baseados nos resultados obtidos para treze pacientes
LV/HIV-1 na fase ativa da doenca e de doze pacientes na fase de remissdo clinica (logo
ap6s o tratamento anti-Leishmania), conforme descrito na casuistica. Dentre os treze
pacientes de LV/HIV-1 ativos, seis foram avaliados apenas na fase ativa da LV, enguanto
os outros sete foram acompanhados desde a fase ativa até a fase logo apds o tratamento.
No que se refere aos 12 pacientes coinfectados, avaliados apds o tratamento especifico,
encontram-se 0s sete pacientes do acompanhamento prospectivo e cinco que s6 foram
avaliados no poés-tratamento. A Tabela 2 mostra em vermelho os sete pacientes
acompanhados desde a fase ativa da LV e em azul aqueles avaliados apenas no pos-

tratamento especifico para Leishmania.
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Tabela 2. Avaliacdo prospectiva dos pacientes coinfectados com leishmaniose visceral e

HIV-1 (LV/HIV-1) e seus respectivos momentos clinicos de acompanhamento.

Pacientes Momentos clinicos de acompanhamento

Fase Pés-tto  2mptto  4mptto 6mptto 8mptto  10mptto  12mptto
ativa
Pt1*
Pt2*
Pt3*
Pt4*
Pt5*

Pt6

Pt7

Pt8

Pt8

Pt10

Pt11*
Pt12*
Pt13
Pt14
Pt15
Pt16
Pt17
Pt18

*Vermelho — pacientes acompanhados prospectivamente desde a fase ativa da doenca.
Azul — pacientes incluidos no estudo desde a fase ativa da LV, porém com os parametros
imunolégicos avaliados apenas na fase de pds-tratamento (n = 5). As barras verdes
representam os pacientes avaliados apenas na fase ativa da doenca. Mptto- meses pos-

tratamento.
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As principais caracteristicas desse grupo de pacientes estdo apresentadas na tabela
3. A média de idade dos pacientes foi de 39 anos, mediana de 38 anos (variacdo de 20 a 60
anos). A via sexual foi apontada como principal categoria de exposi¢do ao HIV em 83,3%
dos pacientes (n=15), dos quais 12 alegaram ter comportamento sexual de risco. Dentre
estes ultimos, alguns relataram terem sido usuarios de drogas injetaveis por algum
momento da vida. Para os demais pacientes (16,7%) a utilizacdo de drogas injetaveis foi
considerada a principal categoria de exposi¢do ao HIV-1. Quatorze pacientes eram do sexo
masculino e todos apresentaram a razdo de linfocitos T CD4" e T CD8" inferior a 1,0 ao
longo de todo o estudo. Os pacientes fizeram uso de TARV com o esquema de dois
inibidores de transcriptase reversa analogos de nucleosideos, associados a um inibidor de
protease, ou a um inibidor da transcriptase reversa ndo analogo de nucleosideo.
Considerando os 18 pacientes coinfectados ativos, apenas doze (66,7%) ja faziam uso de
TARV no momento da inclusdo no estudo (variacdo de 6 meses a 10 anos). Dois casos
(11,1%) iniciaram a terapia antiretroviral na fase de admissdo no protocolo de estudo ja
que a infeccdo pelo HIV e a leishmaniose foram diagnosticados simultaneamente. Dois
pacientes iniciaram a TARV ao fim do tratamento especifico para a LV (11,1%) e outros
dois pacientes abandonaram o tratamento antiretroviral pouco antes da descoberta da LV
(11,1%). Quando os pacientes foram avaliados na fase pds-tratamento para Leishmania
(n=12) todos ja estavam sob uso de TARV por mais de seis meses a partir do momento da
coleta de sangue inicial, excetuando-se trés pacientes que estavam com aproximadamente
30 dias de TARV (um deles por ter sido abertura de caso e 0s outros dois por terem
reiniciado a TARV, anteriormente abandonada, com o fim do tratamento para LV). Um
dos pacientes que abandonou a TARV foi a 6bito no fim do tratamento anti-Leishmania e
0 outro, apesar da TARV ter sido novamente oferecida na ocasido do fim do tratamento
para LV, abandonou o seguimento.

A maioria dos pacientes apresentou um estado avancado de imunossupressao
causada pela infeccdo pelo HIV-1 (T CD4" abaixo de 250 células/mm®) no momento de
entrada no estudo. A contagem média de linfécitos T CD4" foi de 96 célulassmm?, com
mediana de 86,5 linfocitos/mm?, variando de 5 a 250 célulassmm?®. Os pacientes foram
classificados no estagio C3, segundo os critérios do CDC para a classificagdo da infeccdo
pelo HIV - CDC, 1993.

O diagnostico da LV foi realizado através da pesquisa direta de formas
amastigotas coradas com Giemsa obtidas do aspirado medular. Dezessete pacientes
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obtiveram pesquisa direta de parasitos positiva, e apenas um paciente apresentou pesquisa
direta negativa, mas foi incluido devido a clinica compativel com a de LV. Além disso, o
material coletado do aspirado medular de todos os pacientes foi enviado para o cultivo de
formas promastigotas do parasito em cultura NNN (Novy-Mc Neal-Nicolle). No entanto,
nem todos os pacientes obtiveram culturas positivas.

A LV apresentou-se sintomatica pela primeira vez em nove pacientes (50%), foi
simulténea a descoberta do HIV-1 em dois (11,1%) e fruto de recidivas em sete pacientes
(38,9%). E importante ressaltar que dentre os nove pacientes cuja LV foi o primeiro
episadio ativo, todos ja apresentavam a infeccao pelo HIV-1.

Os casos de LV/HIV-1 ativos foram tratados com antimoniato de N-metil
glucamina em trés pacientes, sendo que por terem apresentado reacdo adversa, 0
tratamento foi substituido por anfotericina B deoxicolato. Em um deles o tratamento ainda
foi substituido pela anfotericina B lipossomal. A anfotericina B deoxicolato foi utilizada
como droga de primeira escolha em quatorze pacientes. Apenas um caso recebeu a
formulacdo lipidica da anfotericina como primeiro tratamento para a LV. Treze pacientes
fazem uso de profilaxia secundaria (72,2%) com anfotericina B num intervalo de quinze
em quinze dias.

Do total de pacientes coinfectados LV/HIV-1 que foram avaliados na fase pos-
tratamento (n =12, sendo sete prospectivos e cinco avaliados apenas no pos-tratamento),
trés apresentaram recidivas (reativagdo da leishmaniose) em um intervalo de menos de oito
meses apds a descontinuidade da terapéutica especifica (variacdo de quatro a oito meses
poOs-tratamento). Os trés pacientes que reativaram a LV faziam uso de quimioprofilaxia

secundaria para a leishmaniose visceral.
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Tabela 3. Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos pacientes coinfectados com
leishmaniose visceral e HIV-1(LV/HIV-1).

Caracteristicas Freq (n) %

Idade em anos

20 — 40 10 (18) 55,6

41 — 65 8 (18) 44 .4
Sexo

Masculino 14 (18) 77,8

Feminino 4 (18) 22,2

Categoria de exposicdo ao HIV-1

Contato sexual 15 (18) 83,3

Usuério de drogas injetaveis 3 (18) 16,7

Linfécitos T CD4*/mm?® (mediana)

< 200 células/mm?® 16 (18) 88,9

> 200 células/mm” 2 (18) 11,1

Diagnostico da leishmaniose

Pesquisa direta 17 (18) 94,4

Cultura em meio NNN 15 (18) 83,3

Tratamento dos LV/HIV ativos

Antimonial 3 (18) 16,7
Anfotericina B 14 (18) 77,7
Anfotericina lipossomal 1(18) 5,6
Profilaxia secundaria 13 (18) 72,2
Recidivas 3(18) 16,7
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5.8.2 Quantificacdo de linfocitos T CD4" e T CD8" e dos niveis plasmaticos do HIV-1

nos pacientes coinfectados com leishmaniose visceral e HIV-1 (LV/HIV-1)

A avaliacdo quantitativa do grau de comprometimento do sistema imune nos
pacientes coinfectados foi realizada pela contagem absoluta dos linfécitos T CD4" e
TCD8". Esta foi realizada para os 18 pacientes LV/HIV-1, dos quais 13 estavam na fase
ativa da doenca e 12 em remisséo clinica. As contagens linfocitarias dos sete pacientes
LV/HIV-1 ativos que foram acompanhados até a remisséo clinica também estéo incluidas
no gréafico, representadas pelas mesmas cores (Figura 1A). Os resultados foram expressos
como mediana e intervalo interquartil (IQR: 25% - 75%) e o teste estatistico utilizado foi o
ndo-paramétrico, Kruskal-Wallis.

Verificou-se que independente da fase clinica da leishmaniose visceral, os
pacientes apresentaram valores medianos de linfécitos T CD4* < 200 linfécitos/mm? (ativo
- mediana: 76 células/mm?® [IQR: 40 a 130 céls/mm?] e pés-tratamento - mediana: 185
células/mm? [IQR: 100 a 328 célss/mm?]). Entretanto, embora a diferenca ndo tenha sido
estatisticamente significativa entre esses dois momentos clinicos, foi possivel observar que
alguns pacientes do acompanhamento prospectivo apresentaram valores um pouco mais
altos no pos-tratamento (p06s-tto) quando comparados a fase ativa da LV (Figura 1A).

As contagens de linfocitos T CD4" nos pacientes de LV, sem infecgdo pelo HIV-1
também foram realizadas e apresentaram valores abaixo da faixa de normalidade (sadios -
1084 céls/mm?® [IQR: 926 a 1260 céls/mm®]), porém superiores aos dos coinfectados, tanto
na fase ativa quanto no pds-tratamento (p<0,05).

Em relacdo aos individuos infectados pelo HIV-1, sem leishmaniose, foram
observados niveis de células T CD4" superiores (mediana — 371 céls/mm? [IQR: 146 a 543
céls/mm?®]) aqueles encontrados nos pacientes coinfectados LV/HIV-1, apenas na fase
ativa da doenca.

No que se refere a contagem de linfocitos T CD8", foram observados valores
significativamente mais baixos destas células nos pacientes coinfectados ativos (mediana:
293 cés/mm® [IQR:212 a 657 céls/mm’]) em relacdo aos casos nos pos-tratamento
(mediana: 496 céls/mm?® [IQR: 383 a 1064 céls/mm?®] — Figura 1B).

Diferente do que ocorreu para a contagem de linfocitos T CD4", os pacientes de
LV, sem infeccdo pelo HIV, ndo apresentaram diferencas significativas nos niveis de
linfocitos T CD8" em relagdo aos pacientes de LV/HIV-1 ativos e no pds-tratamento

107



(Figura 1B). No entanto, diferencas na contagem absoluta desta subpopulacdo de
linfécitos, entre os pacientes de coinfeccdo LV/HIV-1 e os casos de HIV-1 foram
verificadas (Figura 1B). A mediana das contagens absolutas dos linfocitos T CD8" foi de
533 céls/mm?® (IQR: 427 a 741 céls/mm?®) nos individuos sadios.

Considerando que as contagens absolutas de linfocitos T CD4" podem ser
influenciadas pela intensa atividade de replicacéo viral, seja direta ou indiretamente, fomos
avaliar se havia uma correlagdo entre os niveis plasmaticos de HIV-1 (carga viral) e 0s
niveis de linfocitos T CD4" dos pacientes coinfectados nos dois momentos de evolugéo da
doenca. As Figura 1C e D mostram essa relacdo nos pacientes LV/HIV-1 na fase ativa
(Figura 1C) e no pos-tratamento anti-Leishmania (Figura 1D). Os pacientes avaliados
longitudinalmente sdo mostrados por cores idénticas nos gréaficos.

A carga viral foi quantificada em 11 pacientes de LV/HIV-1 em atividade e em 11
casos de LV/HIV-1 apos o tratamento (Figura 1 C e D). Cinco pacientes coinfectados com
doenca ativa apresentaram niveis indetectaveis do virus. Em apenas um caso, os niveis de
carga viral foram baixos, compreendidos na faixa entre 50 — 10.000 cépias/mL, sendo que
0 valor maximo detectado foi de 1.142 coOpias/mL. Finalmente, cinco pacientes
apresentaram niveis de RNA viral acima de 10.000 copias/mL. Apds o tratamento
especifico para a LV, quando todos os pacientes ja estavam sob o uso da TARV,
(incluindo aquele cuja LV e a infecgdo pelo HIV-1 foram diagnosticadas simultaneamente
e aqueles cuja TARV foi reiniciada com a terapia anti-Leishmania), foram observadas
importantes modificacdes. Nenhum paciente se encontrava com carga viral acima de
10.000 cépias/mL. Apenas trés casos apresentaram carga viral entre 50 - 10.000
copias/mL, sendo que um deles diminuiu intensamente sua carga viral. Por fim, em oito
pacientes coinfectados a carga viral foi abaixo de 50 cépias/mL, incluindo um paciente do
acompanhamento prospectivo gque se encontrava com carga viral entre 50-10.000 c6pias na
fase ativa da doenca.

Esses dados mostram que a maioria dos pacientes apresentou uma supresséo viral
importante, provavelmente associada a uma boa resposta a TARV. Né&o foi observada
correlagéo entre os niveis de linfocitos T CD4" e a carga viral, uma vez que independente
de baixos niveis ou até mesmo de uma carga viral indetectavel (< 50 copias/mL), 0s
pacientes permaneceram com valores de linfécitos T CD4* < 200 células/mm?,
independente da fase clinica da leishmaniose em que se encontravam. Tal fato é mais
notavel entre 0s mesmos pacientes que foram avaliados antes e ap6s o tratamento (Figura
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1C e D). A excecdo foi verificada em trés pacientes LV/HIV-1 no p0s-tto, cujos niveis de
T CD4" foram acima de 200 células/mm?. Estes dados podem sugerir que na associagdo
LV/HIV-1 os baixos niveis de linfocitos T CD4" ndo estdo apenas associados a atividade
replicativa do HIV-1 na periferia. Além disso, pode-se sugerir que da mesma maneira
como ocorre em outras coinfecgdes, seja necessario um periodo de tempo maior para a

recuperagao desses valores de linfocitos T CD4".
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Figura 1. Avaliacdo dos parametros laboratoriais e virais dos pacientes coinfectados com
leishmaniose visceral e HIV-1 (LV/HIV-1). (A) Contagem absoluta das subpopulacgdes de
linfocitos T CD4" e (B) T CD8". (C e D) Relacio entre o nimero de copias de RNA de
HIV-1 plasmatico e contagens de linfocitos T CD4" nos pacientes LV/HIV-1 na doenca
ativa (C) e no pos-tratamento (D). Foram avaliados pacientes de leishmaniose (LV),
negativos para o HIV, na fase de doenca ativa e ap0s o tratamento (pés-tto), bem como,
casos de HIV-1, sem leishmaniose e individuos sadios. As barras horizontais representam a

mediana dos valores.
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5.8.3 Avaliacdo do grau de senescéncia replicativa dos linfocitos T de sangue

periférico em pacientes coinfectados com leishmaniose visceral e HIV-1 (LV/HIV-1)

Inicialmente, o grau de imunosenescéncia nos pacientes coinfectados foi avaliado
qualitativamente através da determinacio do percentual de linfécitos T CD4" e T CD8"
apresentando a molécula CD57 (Figura 2A e B). Em seguida, determinou-se o percentual
de células senescentes (CD57%), porém ja completamente diferenciadas (perderam a
expressdo de CD27). A presenca desta molécula (CD57) numa frequéncia acima do
esperado para a idade cronoldgica vista em comparacdo aos controles sadios, sera
indicativa da ocorréncia do fendbmeno.

Os pacientes LV/HIV-1 apresentaram niveis mais elevados de senescéncia
replicativa em T CD4" (ativo - mediana: 7,8% [IQR: 6,2% a 15%], pds-tratamento —
mediana: 9,6% [IQR: 5,1% a 15%]) quando comparados aos individuos sadios (mediana:
4,7% [IQR: 2,1% a 5,1%]) (Figura 2A). Apenas oito individuos sadios foram avaliados,
pois foram incluidos somente aqueles com idades semelhantes aos dos pacientes
coinfectados (mediana — 36 anos). Nao foram encontradas diferencas significativas entre a
fase ativa e de pos-tratamento entre os pacientes coinfectados, bem como quando
comparado aos casos de HIV-1, sem leishmaniose.

De modo interessante, o percentual de células T CD4" senescentes foi
significativamente mais alto nos pacientes coinfectados durante a fase ativa da doenga em
comparacdo aos pacientes de LV, sem HIV-1, no mesmo momento clinico (mediana: 2,5%
[IQR: 2,3% a 3%]). No entanto, ap0s o tratamento 0s niveis de senescéncia tenderam a
aumentar e ndo se observou mais diferenca significativa em relagdo aos pacientes de LV
pos-tratamento (Figura 2A).

As mesmas observagdes foram encontradas para os linfocitos T CD8", embora
seja notavel o maior percentual de senescéncia replicativa nesta subpopulacéo (Figura 2B).

No que se refere a analise do percentual de células CD57°CD27" nos linfocitos T
CD4", os pacientes LV/HIV-1 permaneceram com valores medianos de células
senescentes superiores (ativo - mediana: 4,1% [IQR: 3,1% a 5,3%], pds-tratamento —
mediana: 3,3% [IQR: 1,7% a 4,7%]) aos individuos sadios (ativo - mediana: 1,9% [IQR:
0,8% a 2,1%]). No entanto, sem diferencas significativas entre os dois momentos clinicos
avaliados e em relacdo aos casos de HIV-1 apenas (mediana: 2,7% [IQR: 2% a 15%]). O
percentual de células CD57°CD27" também permaneceu mais elevado nos pacientes
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LV/HIV-1 ativos em relacdo aos casos de LV, sem HIV-1 na mesma fase clinica (Figura
2C). Em relagdo a subpopulacio de linfocitos T CD8" foram verificadas as mesmas
diferencas (Figura 2D).

Além disso, conforme apontado acima, o percentual de células CD57°CD27 na
populacdo de linfécitos T CD8" é significativamente mais elevado do que o observado na
subpopulagio de T CD4" (Figura 2E). Tal achado também é verdadeiro para os demais
grupos avaliados (Figura 2E).

E interessante observar que entre os pacientes LV/HIV-1, mais da metade do
percentual de linfocitos T CD8" que expressam CD57", (Figura 2B) ja coexpressam o
fenotipo de célula diferenciada, independente da fase clinica (Figura 2D). A figura 2F
mostra que o percentual de células senescentes em estagio final da diferenciacdo
(CD57°CD27") ¢é significativamente mais elevado do que o percentual de células
CD57'CD27*, sugerindo que conforme as células avancam nas etapas da diferenciagio
celular, a senescéncia replicativa aumenta.

Por fim, verificamos uma correlacdo positiva entre o percentual de células
CD57"CD27 na subpopulagdo T CD4" e as contagens absolutas de linfocitos T CD4" em
todos os grupos de pacientes infectados pelo HIV-1 (coinfectados ativos, pés-tto e HIV-1,
sem leishmaniose) (Figura 2G), sugerindo que quanto maior o percentual de
imunosenescéncia, maior a deplegdo de células T CD4" nesses individuos.

N&o foi observada nenhuma correlacdo entre o percentual de células senescentes e
a carga viral, uma vez que a maioria dos individuos coinfectados apresentaram cargas
virais indetectaveis (abaixo de 50 copias/mL, Figura 1C e D), porém percentuais de células

CD57°CD27 similares aqueles com cargas virais elevadas (dados ndo mostrados).
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Figura 2. Avaliagdo do grau de senescéncia replicativa nos pacientes coinfectados com
leishmaniose visceral e HIV-1 (LV/HIV-1). Percentual de linfocitos T CD4" (A) e T CD8"
(B) expressando a molécula CD57. Percentual de células CD57°CD27 em T CD4" (C) e
em T CD8" (D). Comparacio entre o percentual de células CD57°CD27 em T CD4" e T
CD8" (E) e entre CD57°CD27 e CD57°CD27" em T CD8" (F). Correlacdo entre o
percentual de células senescentes e as contagens de linfocitos T CD4" (G). Foram
avaliados pacientes de LV, negativos para o HIV-1, na fase ativa e ap0s o tratamento (p6s-
tto), bem como, casos de HIV-1, sem leishmaniose e individuos sadios. As linhas
horizontais representam a mediana dos valores.
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Resultados preliminares em pacientes acompanhados desde a fase ativa da doenca
até a remissdo clinica (oito meses apo6s o tratamento anti-Leishmania) revelaram que o
percentual de células senescentes parece aumentar longo tempo apds o tratamento
especifico para LV, conforme observado para Ptl e Pt2 em T CD4" e em T CD8" (Figura
3A e B). Na verdade, os trés pacientes parecem manter niveis elevados de senescéncia em
T CD8" por todo o periodo avaliado. Esses trés pacientes apresentaram um incremento nas
contagens de linfécitos T CD4" ao longo desses trés momentos clinicos (ativo, pds-tto e
remissdo clinica), porém apenas Ptl alcancou contagens acima de 350 células/mm?® na
remissdo clinica, enquanto Pt2 e Pt3 permaneceram com contagens abaixo de 250
células/mm?>.

Os pacientes Pt4 e Pt5 apresentaram um episddio de recidiva da LV na remissdo
clinica, mas precisamente, com sete e cinco meses pos-tratamento anti-Leishmania,
respectivamente. Apesar de terem a recidiva em comum, seus resultados mostraram
resultados conflitantes (Figura 3A e B). O percentual de células senescentes durante a
recidiva estava mais elevada em T CD4" e em T CD8" em Pt4. O contrério ocorreu em
Pt5. Isso pode ter acontecido em funcgdo do fato de Pt4 n&do estar sob uso de TARV no
momento da admissdo do protocolo de estudo (fase ativa da LV), porém ambos Pt4 e Pt5

ja estavam sob uso regular de TARV no momento da recidiva.
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Figura 3. Avaliacdo do grau de senescéncia replicativa em cinco pacientes de coinfectados
com leishmaniose visceral e HIV-1 (LV/HIV-1) de acompanhamento longitudinal.
Percentual de células CD57°CD27 em T CD4" (A) e em T CD8" (B). Os pacientes
LV/HIV-1 foram avaliados na fase ativa, logo ap0s o tratamento e na remisséo clinica (oito
meses ap0s o tratamento especifico). A barra vermelha indica os dois pacientes que

apresentaram um episodio de reativacdo da LV com seis meses de remisséo clinica.
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Além dos resultados ex vivo, a senescéncia replicativa também estd sendo
investigada ap6s a estimulacdo das células in vitro com os antigenos especificos de L.
infantum (Li) e p24 do HIV-1. Resultados preliminares de apenas trés pacientes revelaram
que da mesma maneira como ocorre ex vivo, o percentual de células CD57°CD27" in vitro
€ maior na subpopulacido T CD8" quando comparado aos linfocitos T CD4" (Figura 4A e
B). Além disso, o percentual de células senescentes nos pacientes LV/HIV-1 durante a fase
ativa da doenca (ex vivo) ndo difere significativamente das células ndo estimuladas
utilizadas como controle (BG- background), em ambas subpopulagdes de linfécitos T.

O percentual de células T CD4" que expressam CD57°CD27" frente ao estimulo
de Li € mais elevado quando comparado aquelas nao estimuladas, na fase pos-tratamento.
Nenhuma diferenca significativa foi observada frente ao Ag-p24 (Figura 4A). De acordo
com os resultados de senescéncia replicativa ex vivo na populagdo de células T CD8", o
percentual de células CD57"CD27" frente aos estimulos antigénicos especificos (Li e p24)
ndo diferem daqueles observados na auséncia do estimulo, ou mesmo diminui ao longo do
periodo acompanhado (Figura 4B). Os cinco individuos sadios avaliados ndo apresentaram
nenhuma diferenca no percentual de CD57°CD27 em T CD4" e T CD8" frente aos

mesmos antigenos (dados ndo mostrados).
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Figura 4. Avaliacdo do grau de senescéncia replicativa in vitro frente aos estimulos de
Leishmania (Leishmania) infantum (Li) e HIV-1 (p24) em trés pacientes coinfectados com
leishmaniose visceral e HIV-1 (LV/HIV-1) avaliados na fase ativa da LV e logo apds o
tratamento. Percentual de células CD57°CD27 em T CD4" (A) e em T CD8" (B). BG —
pogo contendo apenas células, sem estimulo antigénico.
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5.8.4 Avaliacdo do perfil de distribuicdo das familias VB do TCR em pacientes

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

Com o intuito de investigar o perfil detalhado de distribuicdo do repertdrio de
linfécitos T nos individuos acometidos por ambas as enfermidades (LV/HIV-1), ao lado da
influéncia da administracdo da TARV e do tratamento especifico para Leishmania,
inicialmente analisamos a utilizagdo desses segmentos V da cadeia beta do repertério TCR
em individuos sadios e naqueles monoinfectados com LV ou HIV-1 apenas. Além disso,
esta andlise inicial do repertorio dos linfocitos T nos permitirad investigar se ocorre alguma
mobilizacao diferencial na coinfeccdo LV/HIV-1. O perfil de distribuicdo das 24 familias
VP foi avaliado nas subpopulacdes de linfocitos T CD4" e T CD8" separadamente. Os
resultados foram expressos como mediana e intervalo interquartil (IQR: 25% - 75%), isto
é, os graficos mostram os valores percentuais medianos e o IQR de células T CD4" ou T
CD8" expressando uma determinada cadeia V.

Em relacdo aos treze individuos sadios analisados, observamos que alguns
segmentos VP foram expressos por mais de 5% das células T CD4", como VB2, VPS8 ¢
VP17 (Figura 5A), destacando-se o VB2 como a cadeia mais utilizada pelas células T
CD4" dos sadios. Além disso, também verificamos maior utilizagio das familias V5.1,
VP11, VB12, VB13.1 e VB13.6 na subpopulagio T CD4" (p<0,05) e das familias VP14 e
VP23 nas células T CD8" (p<0,05).

Por outro lado, algumas cadeias foram utilizadas por menos de 1% das células T
CD4" e T CD8", como VB4, VP11, VP18 e VP23, sendo que as familias VB11 e VP23,
mesmo sendo pouco mobilizadas, ainda estavam presentes em percentuais maiores nas
células T CD4" e T CD8" , respectivamente (p<0,05, Figura 5A). De modo geral, as 24
cadeias foram expressas nas células T dos individuos sadios, com destaque para VB4, cuja
frequéncia mediana de células expressando essa familia foi menor do que 1% nas duas
subpopulacdes. Esses resultados sugerem que ndo ha uma distribuicdo completamente
aleatoria, mas sim uma tendéncia de utilizacdo de determinadas familias V[ pelas células
T, com algumas sendo mais expressas em T CD4" e outras em T CD8" (Figura 5A).

A avaliagdo do repertério do TCRVP tambeém foi realizada em seis individuos
infectados pelo HIV-1, sem leishmaniose, 0s quais se encontravam em uso regular de
TARV por no minimo um ano, com cargas virais baixas ou indetectaveis (variacdo de
indetectavel a 9500 copias/mL) e contagem mediana de T CD4" de 431células/mm?, (IQR
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- 128-560 células/mm®). As frequéncias de utilizacdo das familias VP nas subpopulagdes
de linfécitos T nesses individuos infectados pelo HIV-1 foram inicialmente comparadas
aos individuos sadios, de modo a identificar possiveis alteracdes no percentual de células
expressando determinadas familias frente a infeccdo (Figura 5B).

De um modo geral, observamos que todas as 24 familias foram utilizadas pelas
células T CD4" e T CD8" desses pacientes HIV-1, com algumas alteracdes em relagio ao
grupo de individuos sadios (p<0,05), entre elas, duas familias que se apresentaram
reduzidas em T CD4" (VB2 e VB7.2) e trésem T CD8" (VB7.2, VP11 e VB20). As familias
cuja utilizacdo se diferenciou daquela observada anteriormente para 0s sadios Ssdo
apresentadas na Figura 5B pelo asterisco azul, conforme a legenda.

Por outro lado, verificou-se que algumas familias Vf apresentaram o mesmo
padrdo de mobilizacdo observado para os individuos sadios, com V2, VB8 e VB17
também sendo utilizados por mais de 5% das células T CD4". Entretanto, diferente dos
sadios, 0 VB8 também foi utilizado por mais de 5% das células T CD8". As cadeias VP4,
VBI11, VP18 e VP23 tambeém foram utilizadas por menos de 1% das células T nas duas
subpopulagdes (Figura 5B).

As diferengas de utilizacdo das cadeias V5.1, VP12 e VBI13.1 entre as células T
CD4" e T CD8", também observadas para os individuos sadios (Figura 5A), permaneceram
significativas (p<0,05) nos casos de HIV-1. No entanto, outras familias comecaram a se
destacar frente a infeccdo pelo HIV-1, como o VB3, o qual foi expresso por cerca de 9%
das células T CD8" e o VB17 e VP20 que foram mais utilizados pelas células T CD4"
(p<0,05). A familia VB3 em T CD8" também foi significativamente mais utilizada pelos
casos de HIV-1 quando comparado aos sadios (p<0,05).

Por fim, o repertério de linfocitos T também foi avaliado em quatro casos de LV,
sem infeccdo pelo HIV-1, durante a fase ativa e ap0s o tratamento (cerca de até seis meses
depois). A andlise mostrou que alguns segmentos V[ foram utilizados por mais de 5% das
células T CD4", tais como: VB2, VB5.1, VB8 e VP17, independente da fase clinica em que
0s pacientes se encontravam (Figura 5C). Além dessas familias, V1, VB7.1, VB13.2,
VP20 e VP22 também foram observadas em um percentual mediano maior do que 5% no
repertério de T CD4" dos pacientes de LV ativos, com destaque para VB1, VB7.1, Vp13.2
e VP17 que foram mais utilizadas na fase ativa quando comparadas a fase pos-tratamento

(p<0,05).
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Em relagio ao repertdrio nos linfocitos T CD8", o percentual mediano de nove
segmentos Vf ultrapassou 5% de utilizagdo na fase ativa da LV (Figura 5D). Da mesma
maneira que para os linfocitos T CD4", alguns segmentos também foram mais utilizados
no repertorio de T CD8" na fase ativa da doenca quando comparados a fase pds-
tratamento, sdo eles: VB4, VB7.2, VB17, VP20 ¢ VB21.3. O percentual mediano de
mobilizagdo foi menor do que 1% para as cadeias VP4 e VB7.2 no pos tratamento para
Leishmania.

E importante destacar que o nimero de familias que sio utilizadas por mais de 5%
das células T CD4" e T CD8" no repertdrio dos pacientes de LV (Figura 5C e D) é bem
mais elevado quando comparado aos individuos sadios (Figura 5A) e aos casos de HIV-1
(Figura 5B). O mesmo também ocorre para aquelas com percentual de utilizacdo mediano
entre 1 e 5% nas duas subpopulagdes de linfécitos T, apontando para a intensa dindmica de
mobilizacdo no repertério dos linfécitos T na LV. Tal fato pode ser especialmente
observado na fase ativa da LV, declinando na fase p6s-tratamento.

Além disso, quando o perfil geral de utilizacdo dos segmentos VB em T CD4" e
em T CD8 dos casos de LV foi comparado aos sadios, verificamos que apenas duas
familias permaneceram significativamente mais mobilizadas nos pacientes de LV no pos-
tratamento. Sdo elas, VB2 e VB18 em T CD4" e VB8 e VP18 em T CDS", 0 que pode
indicar um retorno do uso normal das cadeias VB apds a quimioterapia bem-sucedida.
Diferentemente, conforme mostrado na figura 5C e D, vérias alteracdes significativas
foram observadas na distribuicdo do repertorio entre os pacientes de LV ativos e 0s sadios
nas duas subpopulagbes de linfécitos T (p<0,05). Cerca de seis segmentos Vf
encontravam-se expandidos no repertdrio de T CD4" e em T CD8" na fase ativa da doenca
da LV quando comparados aos sadios (Figura 5C e D).
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Figura 5. Percentuais medianos de utilizacdo das 24 familias Vp nas subpopulagdes de
linfocitos T CD4" e TCD8" nos individuos sadios (A), nos pacientes infectados pelo HIV-
1, sem leishmaniose visceral (B) e nos pacientes de leishmaniose visceral (LV) negativos
para HIV-1, na fase ativa e no pos-tratamento anti-Leishmania (C e D). As barras
representam a mediana dos valores com os respectivos intervalos interquartis. As linhas
pontilhadas representam as medianas de 1% e 5% dos percentuais de linfocitos T CD4" e T
CD8" que expressam uma determinada familia VB. * comparagGes entre as subpopulacdes
de linfocitos T CD4" e T CD8" que expressam um determinado VB em (A) e (B) e entre a
fase ativa e poés-tto dos pacientes de LV em (C) e (D). * comparacdes entre as

subpopulagdes de linfocitos T CD4" e T CD8" que expressam um determinado VB em
relacdo aos individuos sadios. * p<0,05.
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Finalmente, conforme descrito na secdo anterior, a analise do perfil de
distribuicdo do TCRV} foi realizada em 13 pacientes coinfectados na fase ativa da doenca
e em 12 no poOs-tratamento para Leishmania, dos quais sete sdo 0os mesmos individuos
avaliados desde a fase ativada LV.

Em relaco a subpopulagéo de células T CD4", observamos que as cadeias Vp1,
VB2, VB5.1, VB8 e VB13.2 foram expressas por mais de 5% dessas células independente
da fase clinica da LV (Figura 6A). As familias VB2, V5.1 e VB8 também foram as mais
mobilizadas no repertorio de T CD4" entre os casos de HIV-1 (Figura 5B). Ao mesmo
tempo, VP1 e VB13.2 também foram as mais utilizadas pelos pacientes controles de LV
ativos (Figura 5C). Por outro lado, a frequéncia mediana de mobilizacdo de algumas
cadeias ndo ultrapassou 1% das células T CD4", tais como 0 VB7.2 e VP16 nos pacientes
LV/HIV-1 na fase ativa da doenca e as familias VB4, V7.2, VB11 e VB23 nos pacientes
LV/HIV-1 no pos-tratamento (Figura 6A). Novamente, conforme observado para os casos
apenas de HIV-1, as cadeias VB4, VB7.2, VB11 e VP23 também foram menos utilizadas
pelo repertorio TCRVPB em T CD4". Além disso, os pacientes de LV, sem HIV-1, também
permaneceram com um percentual mediano de expressdo da familia V4 abaixo de 1% no
pos-tratamento. Esses resultados nos sugerem que o repertorio dos linfocitos TCD4"
parece refletir de maneira bastante similar o que ocorre nas monoinfec¢gdes com HIV-1 ou
L.infantum separadamente (Tabela 4).

As demais cadeias foram expressas por pelo menos 1 a 5% das células T CD4"
em todos os pacientes coinfectados, sugerindo a participacdo de todas as cadeias avaliadas
na formacdo do repertdrio desses pacientes (Figura 6A), apesar das baixas contagens de
células T CD4" nesse grupo. Algumas familias parecem ser mais utilizadas pelas células T
CD4" de pacientes coinfectados durante a fase ativa da LV, conforme mostrada na Figura
6A (p<0,05).

No que se refere ao repertéorio TCRVB na subpopulagdo de linfocitos T CD8,
verificamos que apenas a familia V14 foi expressa por mais de 5% dessas células nos
pacientes coinfectados ativos (Figura 6B). Todas as demais cadeias foram utilizadas por
menos de 5% dos linfécitos T CD8", o que sugere importantes diferencas em relagdo ao
repertério utilizado pelas células T CD4" desses pacientes, bem como pelas células T
CD8" dos pacientes de LV apenas. E interessante observar que a familia VB3 apresentou
altos intervalos interquartis, uma vez que alguns pacientes expressaram percentuais muito
baixos de utilizacdo dessa cadeia. Além disso, o percentual mediano de células T CD8"
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expressando as cadeias VB4 e VP11 foi irrelevante, independente da fase clinica da LV. A
mobilizacdo do VB7.2 também foi muito baixa entre os pacientes no pds-tratamento.

Destaca-se também a maior utilizagdo das cadeias VP12 e VP14 pelas células T CD8" dos
pacientes LV/HIV-1 ativos (p<0,05, Figura 6B).
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Figura 6. Percentuais medianos de utilizacdo das 24 familias VB nas subpopulagdes de
linfocitos T CD4" (A) e T CD8" (B) nos pacientes coinfectados com leishmaniose visceral
e HIV-1 (LV/HIV-1) na fase ativa e no poés-tratamento anti-Leishmania. As barras
representam a mediana dos valores com 0s respectivos intervalos interquartis. A linha
pontilhada representa medianas de 1% e 5% dos percentuais de linfocitos T CD4" e T
CD8" que expressam uma determinada familia VB. * comparacdes entre as fases clinicas
dos pacientes coinfectados (ativo e pos-tratamento) nas subpopulacbes de linfécitos T
CD4" (A) e T CD8" (B) que expressam um determinado V. * p<0,05.

Por fim, no intuito de avaliar se algum segmento V utilizado pelo repertorio dos
pacientes coinfectados era diferencialmente mobilizado, comparamos o perfil de
distribuigdo das 24 familias VP em todos os grupos simultaneamente. De fato, embora
algumas familias mais utilizadas nos casos de monoinfecgdo de LV e HIV-1

120



separadamente tambem participem do repertério dos pacientes LV/HIV-1, algumas
diferencas foram encontradas quando outras cadeias incomuns foram comparadas
(p<0,05). Em relacéo ao repertério utilizado pelos linfocitos T CD4", verificamos que sete
familias apresentaram diferencas nos seus percentuais medianos de utilizagdo, conforme
mostrado na figura 7. De modo geral, VB1, VB4, foram mais utilizados pelos pacientes de
LV/HIV-1 nos dois momentos clinicos quando comparados aos sadios, enquantoVp13.2 e
VP18 diferiram apenas na fase ativa da doenga. As familias V7.1 e VB17 foram menos
utilizadas nos coinfectados ativos em relacdo aos pacientes de LV na mesma fase clinica.
J4 VB13.2 e VP18 foram mais utilizados pelas células T CD4" dos pacientes de LV/HIV-1
ativos comparados aos casos de HIV-1. A Tabela 4 resume as similaridades e diferencas

encontradas no TCRV entre 0s grupos avaliados neste estudo.
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Figura 7. Comparagdo entre os percentuais medianos de utilizagdo das familias Vp nas
subpopulagio de linfocitos T CD4" nos pacientes LV/HIV-1 na fase ativa e no pos-
tratamento anti-Leishmania com o0s respectivos grupos de pacientes HIV-1, sem
leishmaniose, de LV sem HIV-1 e de individuos sadios. (A) VB1, (B) VB4, (C) VB7.1, (D)
V7.2, (E) VB13.2, (F) VB17 e (G) VBI18. As barras representam a mediana dos valores.

O perfil geral de distribuicio das familias VP nos linfocitos T CD8" apresentou
mais alteracbes em relagdo aos demais grupos utilizados para comparacdo, 0 que pode
estar relacionado com a condicdo de coinfeccdo com dois patogenos diferentes

simultaneamente. Dez familias apresentaram perfis de utilizacGes diferentes por estas
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células. Destas Gltimas, sete foram menos utilizadas pelo repertério de T CD8" dos
pacientes coinfectados na fase ativa da LV (VB2, VB4, VB5.1, VB5.3, VB7.1, VB13.6 ¢
VP17 — Figura 8) em relacdo aos pacientes de LV, sem HIV-1 na mesma fase clinica. No
entanto, apenas VB7.1 e VP17 continuaram a ser menos utilizados no pds-tratamento, em
adicdo do VP8. Conforme descrito anteriormente, VB3 se destacou no repertério T CDS8"
dos casos de HIV-1 e, portanto foi mais utilizado quando comparado aos coinfectados na

fase ativa.
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Figura 8. Comparagéo entre os percentuais medianos de utilizagdo das familias Vf nas
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Tabela 4. Familias Vp utilizadas pelo repertério dos linfocitos T dos pacientes LV/HIV-1,
em comum com os diferentes grupos e suas diferencas estatisticas.

Vp em LV/HIV-1  LV/HIV-1 HIV-1° LV LV Sadio’ p<0,05

T CD4" ativo® poés-tto ativo® pos-tto®
VB1 af, bf
VOR e
VP4 af, bf
ves. BT s
VB7.1 ad
VB7.2 ad
VBE L e
VI I .
VpB13.2 ac,af
V17 ad
VP18 ac, af
VP23

VB em LV/HIV-1  LV/HIV-1 HIV-1° LV LV Sadio p<0,05

T CD8" ativo® poés-tto ativo’ pés-tto°
VB2 ad
V3 ac
VB4 ] ad
VB5.1 ad
VB5.3 ad
Vp7.1 ad, be
V7 N D —
VB8 be
vill, S e -
V17 ad, be
VB13.6 ad

Vp23 I I ac, be

abcde’_ grupos de individuos comparados entre si pelo teste ANOVA (Kruskal-Wallis) e

posteste de Dunns. Retdngulos cinzas — membros VB em comum entre os grupos
avaliados.

5.8.5 Avaliacdo do perfil de distribuicdo das familias Vp do TCR em pacientes
coinfectados com leishmaniose visceral e HIV-1 (LV/HIV-1) avaliados

prospectivamente

Apos a descricdo do perfil geral de distribuigdo das cadeias VB, bem como a
comparacdo entre as diferentes mobilizacdes apresentadas pelos pacientes de todos 0s
grupos ¢ individuos sadios, analisamos o perfil de TCRVB de modo individual nos
pacientes coinfectados. Para isso, escolhemos cinco pacientes de LV/HIV-1, os quais
foram avaliados desde a fase ativa da doenca até longo tempo apds o tratamento especifico

123



para Leishmania. Os momentos escolhidos foram: fase ativa da LV, logo apds a
finalizacdo do tratamento para LV (pds-tto) e oito meses pds-tratamento (remisséo clinica).
Uma vez que, dentre esses cinco pacientes, dois deles reativaram a LV com menos de oito
meses pds- tratamento, estes também foram analisados neste referido momento.

A abordagem utilizada por Pantaleo e colaboradores (1994) para analisar a
dindmica de utilizagdo das diferentes cadeias VP nos pacientes infectados pelo HIV-1 pode
ser utilizada agora, uma vez que os pacientes coinfectados foram avaliados em pelo menos
trés momentos diferentes. Esta abordagem ainda n&o tinha sido utilizada para caracterizar
0 repertorio dos pacientes apenas infectados pelo HIV-1 ou por L.infantum, porque tais
analises se basearam em um Gnico momento. Dessa maneira, os perfis de utilizacdo
puderam ser classificados como monoclonal (mobilizacdo de um Gnico membro, quando
expresso por pelo menos mais de 10% dos linfécitos T), oligoclonal (dois ou mais V(s
mobilizados) ou policlonal (nenhuma alteracdo na expressdo das cadeias V[3) nos pacientes
coinfectados. Os resultados foram considerados significativos quando os aumentos ou as
reducdes foram duas vezes 0s valores observados para cada cadeia Vf3, antes do tratamento
para Leishmania. Para os segmentos V[ expressos por menos de 2% das células T, apenas
expansdes ou reducBes de quatro vezes foram consideradas significativas. As contagens de
células T CD4" dos cinco pacientes sdo mostradas nos graficos ao lado dos respectivos
momentos avaliados (células/mm?®).

O paciente Ptl apresentou reducdes significativas no percentual de linfocitos T
CD4" expressando as cadeias VB1, VB4, VB7.2, VB13.2, VP16 e VP21.3 na fase de
remissdo clinica em relacdo a fase ativa da LV (Figura 9A). Nenhuma expansao foi
observada nesse repertorio. Ao analisarmos o periodo logo ap6s o0 tratamento para
Leishmania, verificamos que praticamente as mesmas familias sofreram redugdes
significativas, executando-se apenas a cadeia VP16, e com a adi¢do de outras duas, como
VB7.1 e VB13.6. A comparagdo entre o periodo logo apds o tratamento com a fase de
remissao clinica revelou que de modo geral, o perfil de mobilizagdo das cadeias VP € o
mesmo, com pequenas expansdes ou reducBes ndo significativas. A Unica excegdo é a
familia VP2 que se expande significativamente na remissdo clinica em relagéo a fase pos-
tratamento (Figura 9A). As inlimeras variagGes encontradas no repertério de T CD4" pode
ser coerente com o fato deste paciente ndo estar sob TARV na fase ativa da LV, iniciando-
a com o tratamento para Leishmania. Ainda assim, o perfil monoclonal observado antes do
tratamento é mantido apds a terapia, apesar do longo tempo de remissdo clinica e da
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TARV. Em relago ao repertorio T CD8" também observamos reducdes significativas no
poOs-tratamento e na fase de remissdo clinica em relacdo a fase ativa da LV, conforme
mostra a Figura 10A. A Unica expansao significativa foi para o V21.3 na remissao clinica.
Entretanto, foi o VB3, embora néo significativo, que definiu o perfil monoclonal na fase
ativa e na remissdo clinica (Figura 10A).

No que se refere ao paciente Pt2, que ja se encontrava sob uso de TARV desde a
fase ativa da LV, a Unica influéncia ao longo do tempo foi o tratamento para Leishmania.
Neste, as mobilizacdes das cadeias VP nos linfocitos T CD4" revelaram um perfil
policlonal-simile na fase ativa da LV (Figura 9B). A familia VB2 se destacou neste
momento, mas ndo foi utilizada nem por 10% das células T CD4" deste paciente. Esse
mesmo perfil policlonal foi mantido na fase de remisséo clinica, com a familia V(32 ainda
sendo a mais utilizada neste momento do acompanhamento (6,8% das células T CD4").
Nao foi observada a expansdo significativa de nenhuma cadeia V3 na remissao clinica e a
Unica perturbacéo foi a reducéo significativa do VB5.3 e VB9. O repertorio TCRVB em T
CD8" mostrou a maior mobilizacio da familia VB3 na fase ativa da LV, definindo um
perfil monoclonal-simile antes do tratamento neste paciente (Figura 10B). No entanto,
embora essa mesma familia tenha permanecido expandida na remissdo clinica, de modo
similar ao paciente Ptl, anteriormente descrito, o VfB13.2 também passa a ser mais
utilizado pelas células T CD8", estabelecendo um perfil oligoclonal.

O paciente Pt3 também ja se encontrava sob TARV no momento da admissdo do
protoloco de estudo. As principais mobilizagdes no repertério de linfocitos T CD4* podem
ser vistas pelas cadeias VB7.2, VB9, VP11, VB12 e VP18 que estavam expandidas na
remissao clinica em relagdo a fase ativa da doenga, enquanto que apenas a cadeia VB4
encontrava-se reduzida. Apesar dessas alteracdes, foi a familia VB2 que se destacou na
fase ativa da LV de Pt3 tendo sido utilizada por mais de 10% das células T CD4" e,
portanto, definindo um perfil monoclonal-simile antes da terapia anti-Leishmania.
Entretanto, o repertério TCRVB em T CD4" sofreu uma transicdo para um perfil policlonal
na remisséo clinica (Figura 9C). Curiosamente, também verificamos uma transi¢éo de um
perfil monoclonal-simile, inicialmente identificado pela mobilizagdo aumentada do VB8
pelas células T CD8" na fase ativa da LV, para um perfil oligoclonal, com a utilizacdo de
mais uma familia na remissao clinica de Pt3, o VB1 (Figura 10C).

E importante destacar que algumas familias foram expressas pelos linfocitos T em
percentuais muito irrelevantes, tais como VB4 e VB7.2 em T CD4" e T CD8" na remisséo
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clinica dos trés pacientes avaliados ¢ VB11 e VB18 em T CD8", similar ao que foi visto no

estudo transversal.
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Figura 9. Distribuicdo do perfil individual de utilizacdo das 24 familias VB nas
subpopulagdes de linfocitos T CD4™ nos pacientes LV/HIV-lacompanhados na fase ativa
da LV, no pos-tratamento e na remissa clinica. Foram avaliados trés pacientes
coinfectados: Ptl (A), Pt2 (B) e Pt3 (C). As barras representam o valor em percentuais de
células T CD4" expressando um determinado VP. As linhas pontilhadas representam os
percentuais de 5% e 10% de linfécitos T CD4" que expressam um determinado V. R
expansdes ou reducdes significativas em relacdo a fase ativa da LV de um determinado Vf
em T CD4" durante a remisséo clinica. ¥ expansdes ou redugdes significativas em relagdo
a fase ativa da LV, de um determinado VB em T CD4" no pds-tratamento. = expanséo
significativa da cadeia VP2 em T CD4" na remisséo clinica em relacdo ao pds-tratamento.
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Figura 10. Distribuicdo do perfil individual de utilizagdo das 24 familias VB nas
subpopulagdes de linfocitos T CD8" nos pacientes LV/HIV-lacompanhados na fase ativa
da LV, no poés-tratamento e na remissa clinica. Foram avaliados trés pacientes
coinfectados: Ptl (A), Pt2 (B) e Pt3 (C). As barras representam o valor em percentuais de
células T CD8" expressando um determinado V. As linhas pontilhadas representam os
percentuais de 5% e 10% de linfcitos T CD8" que expressam um determinado Vp. &%,
expansdes ou reducdes significativas em relacdo a fase ativa da LV, de um determinado
VB em T CD8" durante a remissdo clinica. ¥R expansdes ou redugbes significativas em
relacdo a fase ativa da LV, de um determinado VB em T CD8" no pds-tratamento.

Posteriormente, a utilizagdo das 24 familias VB no repertdrio de linfocitos T CD4"
e T CD8" foi analisada em dois pacientes acompanhados desde a fase ativa da LV, mas
que apresentaram um episddio de reativacdo da LV longo tempo ap6s o tratamento

especifico.
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O paciente Pt4, da mesma maneira que o paciente Ptl, descrito anteriormente, ndo
se encontrava sob TARV na fase ativa da LV, porém nos momentos seguintes avaliados o
mesmo j& havia iniciado a terapia. Este paciente apresentou um perfil monoclonal-simile
com a utilizacdo da familia VB8 por mais de 10% das células T CD4" antes e logo apds o
tratamento. No entanto, uma reducéo significativa no uso desta cadeia foi observada no
momento da recidiva. Outras importantes reducdes também foram verificadas no momento
da recidiva, como VB9 e VB18. Simultaneamente, em coeréncia com um repertorio
perturbado, outras cadeias passaram a ser mais utilizadas no momento da recidiva,
conforme mostrado na figura 11A e o perfil passou a ser policlonal-simile sem destaque
para nenhum membro Vp. Interessantemente, o percentual de utilizacdo das cadeias Vf3
pelas células T CD8" ultrapassou 5% de utilizacdo apenas nas familias VB8, VB20 e
VB21.3 no pobs-tratamento e VP22 na recidiva ao lado de VB2 nos trés momentos,
mantendo um perfil policlonal-simile desde a fase ativa (Figura 11B).

O paciente Pt5, diferentemente do paciente Pt4 acima descrito, ja estava sob
TARV desde o diagnostico da infec¢do pelo HIV-1 em 2010. A distribuicdo das familias
VB em T CD4" neste paciente revelou um perfil oligoclonal-simile durante a fase ativa da
LV. Néo foram observadas muitas diferencas neste perfil na fase logo ap6s o tratamento,
tendo apenas trés familias expandindo-se significativamente neste periodo em relacdo a
fase ativa da LV. Entretanto, inimeras reducles significativas foram verificadas no
repertério TCRVP entre o periodo pés-tratamento e a recidiva da LV (Figura 11C),
levando consequentemente a um perfil policlonal durante o retorno dos sinais e sintomas
clinicos de uma LV ativa. Em T CD8", a fase ativa e pés-tratamento ndo diferiram quanto
a utilizacdo das cadeias VB. No entanto, durante a recidiva as mobilizacbes foram
significativamente diferentes em relacdo as outras duas fases, com destaque para as
mesmas familias: VB3 (expansdo), V5.1 (redugdo), VB9 (reducgdo), VP11l (expansdo) e
VP18 (reducdo). Da mesma maneira que no TCRVP em T CD4", o perfil oligoclonal
inicialmente observado, se alterou para um perfil policlonal-simile (Figura 11D).

Interessantemente, o percentual geral de utilizagdo das cadeias Vp pelas células T
CD8" dos dois pacientes (Pt3 e Pt4) foi mais baixo do aquele observado para o repertorio
em T CD4" e muito alterado em relagdio ao TCRVB de T CD8" dos outros pacientes
descritos anteriormente (Ptl, Pt2 e Pt3). Ao mesmo tempo em que VB4 e VP7.2 foram
inexpressivas, também verificamos que o VB3, importante na infecgdo pelo HIV-1 e com
importante participacdo na co-infeccgéo, foi subutilizado por Pt4 e Pt5.

128



[y
@
)

) . A
. Bl P4 - ativo; TCD4* - 35
1 [ Pt4 - pés-tio; TCD4™ - 100
©124e . . 1 Pt4 - recidiva; TCD4 ™ - 59
E
[ e | I . S I I O Ty
% 94 E =E
_g E
o ©] [P-RIN | | I L . P R | -
_(: 3 I.[I R e
= . |- iy i :
RR R
o l]:l.[[l i [h L l]] .[[I 1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
i N o < i N o - N (o] [o2] - N i N [{e) <t [{e] ~ (o] o o N o
ssezsssdirdezdddsszggiggeE
= > > e e e e > >2 2 7 323 32 S
> > > >
157 mm Pt - ativo B
+ - HS-
% 12 P4 pos.tFo
O 3 P4 - recidiva
D et T
£
[}
0 -
5 || | P | R | RS
3
X 3 R R
£ £ £ 2858855222929 2222 ed e e
= g2 2 £ £ £ S S 0 0 = > > > > > 5 > >
> > > >
C
15 Bl ris - ativo; TCD4™ - 142
[ pt5 - pos-tio; TCD4™ - 171
% 12 O Pt - recidiva; TCD4" - 279
[a)] E
o R | 1 [ |
= 9
£
@ R
Qo 6 E
> I P | I | AP B | I .
[ £ R = |E
o R (=3
. jL
) o [N |
(=)
oMM ) o, I Wy W RQRN NN by o BB NN
- N o™ <t — o~ ™ — N [ee) (o)) — N i o~ © < © ~ [ee] o o N o™
£ £ 888 LY T8 g 3% %3200 o e da e
2 2 2 £ 2 =S S 2 2 =255 3= =
> > > > D
15 B Pt - ativo
% 12 3 Pt5 - pés-tto
a -
O | | o T S
= o9
£
(5]
o0
= 61....... S R AR (| N | (A ||
E
% 3 = R R R
3 R
> R R

£ 28 g 880 -2 2 33233 9Y%9 %20 0 o o o
2 £ £ £ £ >>§§_§>>>>>_§>>

Figura 11. Distribuicdo do perfil individual de utilizagdo das 24 familias VB nas
subpopulagdes de linfécitos T CD4" e T CD8" nos pacientes LV/HIV-lacompanhados na
fase ativa da LV, no poés-tratamento e na recidiva. Foram avaliados dois pacientes
coinfectados: Pt4 (A e B), Pt5 (C e D). As barras representam o valor em percentuais das
subpopulacdes de linfécitos T expressando um determinado V. As linhas pontilhadas
representam os percentuais de 5% e 10% de linfocitos T CD4" ou T CD8" que expressam
um determinado VpB. % R expanses ou reducdes significativas em relacéo a fase ativa da
LV, de um determinado V nos linfdcitos T durante a recidiva e durante o p6s-tratamento,
respectivamente. =% expansdes ou reducdes significativas de um determinado Vf na fase
de recidiva, em relagdo ao pos-tto da LV.
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5.8.6 Avalia¢ao do perfil de distribuicio das familias VB do TCR ap0s a estimulagao
in vitro com antigenos especificos em pacientes coinfectados com leishmaniose
visceral e HIV-1 (LV/HIV-1).

Com o intuito de investigar o perfil de distribuicdo das familias do repertorio
TCRV frente a antigenos especificos, as células mononucleares do sangue periférico dos
pacientes de LV/HIV-1 foram estimuladas in vitro por 72 horas com Leishmania infantum
(Li) e com a proteina p24 do HIV-1. O repertorio foi avaliado em trés pacientes de
LV/HIV-1 que foram acompanhados desde a fase ativa até a fase logo apds o tratamento
(pbs-tto). Dois pacientes escolhidos foram os mesmos ja avaliados anteriormente, como
Ptl e Pt3 ex vivo. Os resultados foram considerados significativos quando os aumentos ou
as reducdes frente aos antigenos foram duas vezes os valores observados para cada cadeia
VB, sem estimulo especifico (BG). Para as familias expressas por menos de 2% das células
T, apenas diferencas de quatro vezes em relacdo ao BG foram consideradas significativas.
As Tabelas 5, 6 e 7 mostram os resultados de Ptl, Pt3 e Pt12, respectivamente. Como a
maioria das familias VP avaliadas frente aos estimulos especificos ndo apresentou
diferencas em relacdo ao controle (BG), apenas aquelas cujas diferencas foram
significativas estdo mostradas nas tabelas. Alem disso, cinco individuos sadios também
tiveram suas células estimuladas com os mesmos antigenos especificos a fim de verificar
se 0 aumento ou a diminui¢do de uma determinada familia frente a um dos estimulos em
cada um dos trés pacientes LV/HIV-1 também ocorria no grupo de sadios (resultados ndo
mostrados).

Na fase ativa da LV o paciente Ptl apresentou expansdes significativas de
linfocitos T CD4" expressando VB 5.1 e VP18 para os antigenos de Li e p24, enquanto que
aqueles com as cadeias VB7.2 e VB8 se expandiram significativamente apenas frente ao
antigeno de Li e aqueles com a cadeia VB3 para p24 (Tabela 5). As reducbes foram
significativas para as células T CD4" expressando VP9 para Li e VP20 para p24. Apesar de
nao terem sido encontradas diferencas significativas em relagdo ao BG, o VP20 ao lado do
VB8 definiram um perfil oligoclonal-simile para Li na fase ativa da LV em Ptl. Apesar da
familia VB2 ter sido utilizada por cerca de 9% dos linfocitos T CD4" frente ao p24, o perfil
observado foi policlonal-simile.

Na fase logo apds o tratamento, observou-se que o perfil oligoclonal de
distribui¢io do TCRVp nos linfocitos T CD4" frente aos antigenos de Li foi mantido,
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porém com a mobilizacdo de cadeias diferentes. As cadeias VB8 e VP20 que foram
expressas por mais de 10% das células T CD4" na fase ativa da LV, mostraram reducdes
significativas no pos-tratamento (expressas por 6,5% e 3,5% das células T CD4",
respectivamente). Ao mesmo tempo as cadeias VB2 e VB5.1 que ja se destacavam na fase
ativa da LV se configuram como as mais utilizadas pelas células T CD4" frente ao
antigeno de Li (Tabela 5). O perfil de distribuigdo do TCRVp para o antigeno p24 no pos-
tratamento de Ptl ndo apresentou nenhuma mobilizacdo de destaque, diferente do
observado na fase ativa e manteve um perfil policlonal-simile.

Ja para as células T CD8" do paciente Pt1, apenas uma expansio significativa foi
detectada (VPB3), definindo o perfil monoclonal para o antigeno p24 na fase ativa da LV
(Tabela 5). Esta familia também mostrou um aumento de utilizacdo para o antigeno de
Leishmania, mas sem diferenca significativa em relacgdo ao poco sem estimulo,
configurando um perfil sem alteragdes importantes (policlonal-simile) na populacdo T
CD8". As demais familias ndo apresentaram mobilizagbes importantes para nenhum dos
dois antigenos e cinco familias foram menos utilizadas frente & Li (reducBes), em
comparacdo com o BG (Tabela 5). No pos-tratamento foram observadas apenas duas
expansdes significativas em T CD8", como VB7.2 frente a Li e VB8 frente ao p24,
definindo um perfil policlonal para ambos os antigenos.

De forma interessante, o paciente Pt3 também apresentou expansdes significativas
da cadeia VPB18 para o antigeno de Li ao lado da cadeia VB13.2 na populacdo de linfécitos
T CD4" (Tabela 6). Novamente, o VB2 foi bastante utilizado pelos linfocitos T CD4" frente
a Li e ao p24, mas sem diferenca significativa em relacdo ao poco sem estimulo. Neste
paciente, VB2 definiu um perfil monoclonal-simile de resposta ao p24 (expresso por
10,34% dos linfécitos T CD4"), enquanto que nenhuma familia foi utilizada por mais de
10% das células T CD4" frente a Leishmania. O perfil TCRVB em T CDS8" estabeleceu um
perfil oligoclonal para o antigeno Li, devido a expans&o significativa de VB8 em relagdo ao
BG, ao lado de V1 na fase ativa da LV. As alteragdes na mobilizagdo das cadeias V[ na
fase pos-tratamento sdo mostradas em ambas as subpopulacfes de linfocitos T para os dois
antigenos na Tabela 6. Entretanto, nenhuma cadeia foi capaz de dominar a distribui¢do do
repertorio que se caracterizou como policlonal.

Finalmente, o ultimo paciente avaliado antes e apds o tratamento foi Pt12 que
reiniciou a TARV com o fim do tratamento especifico para LV. Neste paciente, as
mobilizagdes do TCRVP em T CD4" estabeleceu um perfil oligoclonal, com expansdes

131



significativas das cadeias V5.1 (11,7%), VB8, VB9 (10,13%) ¢ VB13.2, frente a Li
(Tabela 7) na fase ativa da LV. Entretanto, tais expansdes ndo se mantiveram ap0s 0
tratamento e o perfil sofreu uma transicdo para policlonal, com excecdo de VB5.1 que
ainda permaneceu mais elevado. Em relagdo ao antigeno p24, a familia VB2, similarmente
a Pt3, também se destacou como uma das mais utilizadas pelos linfocitos T CD4" apenas
na fase ativa da LV, mas sem diferengas em relagdo ao BG. A familia VB3 também ¢
mobilizada frente ao p24, mas sem definir um perfil que se apresentou policlonal antes e
apds o tratamento. Conforme verificado para Pt1, a cadeia VB3 em T CD8" também parece
se expandir frente ao antigeno de p24 na fase ativa da LV, mas o perfil policlonal
permanece apds o tratamento.

E importante destacar que apesar da familia VB2 ter se destacado com altos
percentuais de utilizagdo em T CD4" em Ptl e Pt12, ndo foram observadas expansdes
significativas em relacdo ao poco ndo estimulado. Os mesmos resultados foram
encontrados no grupo de sadios avaliados, cujo percentual foi elevado para os dois
antigenos, mas sem diferenca em relacdo ao BG. Além disso, o0 uso dos segmentos V3 nos
individuos sadios mostrou que a maioria das familias foram igualmente expressas pelos
linfocitos T CD4" e T CD8" na presenca ou na auséncia da estimulacio antigénica, com
excecdo para VP5.1 e VP8 em T CD4™ que se expandem frente a Li e de VP11 que reduz
frente a p24 em T CD8".
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Tabela 5. Percentuais de utilizacdo de algumas familias VB nas subpopulacbes de

linfocitos T CD4" e T CD8" frente aos antigenos de Leishmania infantum e p24 do HIV-1

no paciente LV/HIV-1 (Ptl) acompanhado na fase ativa da LV e no pés-tratamento anti-

Leishmania.

TCR Ptl

VP Fase ativa Fase pbs-tratamento

CD4 CD8 CD4 CD8
BG Li p24 BG Li p24 BG Li p24 BG Li p24

VB2 89 91 8,8 29 24 30 65 101 93 38 4,1 34
VB3 42 27 8,5 52 81 115 62 53 56 73 8,3 8,1
V5.1 2,5 6,8 7,1 1,0 0,3 2,0 80 17,7 79 2,8 2,6 1,6
V7.2 0,3 1,0 0,3 0,1 0,1 0,1 04 03 08 0,1 0,2 0,1
VB8 53 131 5,0 53 2,5 3,8 45 65 58 19 3,3 4,0
VB9 2,5 0,5 1,3 1,7 0,6 0,2 19 29 17 2,2 2,6 1,6
VBI11 19 09 1,8 10 0.2 15 08 12 07 09 0,9 0,9
Vp13.2 31 1,7 1,6 1,6 0,6 2,2 35 28 27 2,7 2,2 1,5
Vp14 1,1 2,5 0,5 49 2,2 3,9 1,7 28 25 3,2 3,1 3,1
VB17 35 50 5,4 09 0.2 13 51 49 57 1,9 1,9 2,2
V18 0,3 1,2 4,2 1,8 0,7 14 14 57 26 2,3 2,8 0,9
V20 6,2 105 2,2 1,6 1,3 0,9 41 35 30 1,2 1,2 14
Vp22 4,6 2,9 2,9 3,9 1,3 51 47 51 46 4,1 5,2 47

Vermelho — diferenca significativa do percentual de utilizagdo de uma determinada familia V3
frente ao antigeno de L.infantum em relacéo ao pogo ndo estimulado (BG).
Azul — diferenca significativa do percentual de utilizacdo de uma determinada familia VVf frente ao
antigeno de p24 do HIV-1em relagdo ao poco ndo estimulado (BG).
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Tabela 6. Percentuais de utilizacdo de algumas familias VB nas subpopulacGes de
linfocitos T CD4" e T CD8" frente aos antigenos de Leishmania infantum (Li)e p24 do
HIV-1 no paciente LV/HIV-1 (Pt3) acompanhado na fase ativa da LV e no pos-tratamento
anti-Leishmania.

TCR Pt3

VP Fase ativa Fase pés-tratamento

CD4 CD8 CD4 CDS8

BG Li p24 BG Li p24 BG Li p24 BG L p24
VB1 46 35 51 66 108 76 28 51 68 89 77 97
VB2 65 89 103 20 24 20 63 93 95 18 09 44
Vps.l 39 43 47 15 19 12 28 51 48 36 75 54
VB8 36 50 47 50 102 98 54 58 49 62 89 85
Vpll1 04 08 18 06 07 05 13 08 13 13 22 01
Vp132 38 79 68 13 13 28 40 39 63 29 62 29
VB8 11 45 43 13 26 20 27 28 32 19 50 38

Vermelho — diferenca significativa do percentual de utilizacdo de uma determinada familia
VB frente ao antigeno de L.infantum em relacdo ao poco ndo estimulado (BG). Azul —
diferenca significativa do percentual de utilizacdo de uma determinada familia V3 frente
ao antigeno de p24 do HIV-1em relacdo ao poco ndo estimulado (BG).

Tabela 7. Percentuais de utilizacdo de algumas familias VB nas subpopulaces de
linfocitos T CD4" e T CD8" frente aos antigenos de Leishmania infantum (Li) e p24 do
HIV-1 no paciente LV/HIV-1 (Ptl2) acompanhado na fase ativa da LV e no pos-
tratamento anti-Leishmania.

TCR Pt12

AL Fase ativa Fase pos-tratamento

CD4 CD8 CD4 CD8

BG Li p24 BG Li p24 BG Li p24 BG Li p24
VB3 11 33 40 05 19 25 17 25 27 22 16 18
VBs1 57 117 91 49 91 82 21 55 39 09 19 17
VB8 45 91 72 23 29 39 56 65 37 38 26 29
VB9 48 101 93 34 25 82 17 32 19 07 16 13
vpir 11 07 1,7 12 03 05 13 15 23 02 04 09
VB132 29 67 54 67 118 79 37 46 61 35 53 44
VBl7 56 87 46 33 11 1,7 16 45 39 11 34 47

Vermelho — diferenca significativa do percentual de utilizacdo de uma determinada familia
VB frente ao antigeno de L.infantum em relacdo ao poco nédo estimulado (BG). Azul -
diferenca significativa do percentual de utilizacdo de uma determinada familia V3 frente
ao antigeno de p24 do HIV-1em relagéo ao po¢o nédo estimulado (BG).
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6. DISCUSSAO

A leishmaniose visceral (LV) € considerada uma doenca tropical negligenciada
causada pela Leishmania infantum no Brasil. A LV possui uma alta taxa de mortalidade e
mesmo em pacientes tratados a taxa de casos fatais alcanca cerca de 10-20% (Alvar et al.
2012). Nos ultimos anos, a expansao da epidemia do HIV-1 para as areas endémicas de LV
e vice-versa tem aumentado o numero de pacientes coinfectados, principalmente se
levarmos em consideracdo o nimero de subnotificacfes (Alvar et al. 2008). Além disso, a
LV ¢é considerada uma infeccdo oportunista em pacientes infectados pelo HIV-1, embora
ainda nao seja considerada uma doenca definidora de AIDS.

A resposta imunoldgica esté diretamente envolvida no desfecho clinico de ambas
as doencas. Considerando que ambas compartilham mecanismos imunolégicos que
comprometem a resposta imune, prejuizos reciprocos podem ser observados nos pacientes
coinfectados, especialmente no controle do patégeno (Zhao et al. 2004, Barreto-de-Souza
et al. 2006). Neste contexto, este estudo teve por objetivo estudar mecanismos
imunopatogénicos decorrentes do efeito da interacdo entre esses patdgenos e de que
maneira a infeccdo por Leishmania poderia impactar o grau de comprometimento
quantitativo e qualitativo do sistema imune dos pacientes coinfectados. Além disso, foi
avaliado o impacto da terapia antiretroviral (TARV) e do tratamento anti-Leishmania na
reconstituicdo imune desses pacientes e sua influéncia na prevencéo ou nao das reativacoes
da LV em pacientes concomitantemente infectados pelo HIV-1.

Para isso, foram avaliados pacientes com coinfectados LV/HIV-1 na fase ativa e
na fase de remissdo clinica (documento 1, 2, 4 e apéndice de resultados). Além disso, sete
pacientes foram acompanhados longitudinalmente até longo tempo apos a remissao clinica
(apéndice de resultados. Apenas oito pacientes coinfectados com a forma tegumentar da
doenca (LTA/HIV-1) foram estudados durante a remissao clinica da doenca (documento
1). A titulo de comparacdo, também foram estudados individuos infectados pelo HIV-1,
sem leishmaniose, individuos portadores de leishmaniose visceral (fase ativa e de
remissao), sem infeccao pelo HIV-1 e individuos sadios.

Os pacientes LV/HIV-1 apresentam uma doenga mais grave em comparagao
aqueles com LV apenas, com maiores niveis de carga parasitaria (documento 4), maior
resisténcia a drogas e com maior suscetibilidade a reativacGes frequentes (Alexandrino-de-
Oliveira et al. 2010, Cota et al. 2011). Por outro lado, a infec¢do por Leishmania também
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pode contribuir para uma progressdao mais rapida para a AIDS em individuos infectados
pelo HIV-1, agravando a deplecdo de linfocitos T CD4" (Alexandrino-de-Oliveira et al.
2010) e a estimulacdo crénica do sistema imune (documento 1), distdrbios estes, ja
observados em pacientes monoinfectados pelo HIV-1.

De fato, nossos dados mostraram que o0s pacientes LV/HIV-1 tratados
apresentaram os menores niveis de células T CD4" circulantes e os maiores niveis de
ativacgdo celular apesar do uso de TARV e do tratamento especifico para Leishmania. Estes
resultados diferiram significativamente dos casos de coinfec¢cdo LTA/HIV-1 e dos casos de
HIV-1 apenas. Embora as contagens de T CD4" ndo tenham sido diferentes entre os casos
de LTA/HIV-1 e os de monoinfeccdo pelo HIV-1, a coinfeccdo ainda apresentava
percentuais de células T CD8" ativadas superiores (documento 1).

A infeccdo e morte direta dos linfocitos T CD4" é um dos mecanismos envolvidos
na deplecdo dessas células na infeccdo pelo HIV-1 (Douek et al. 2002). A introducédo da
TARYV geralmente resulta na supressdo da replicacdo viral para niveis plasmaticos abaixo
do limite de deteccdo, aumento das contagens de linfocitos T CD4" e reducdo da
morbidade e mortalidade dos individuos infectados pelo HIV-1 (Lawn et al. 2001).
Entretanto, as baixas contagens de linfocitos T CD4" observadas na remissdo clinica dos
pacientes LV/HIV-1 foram independentes dos niveis de carga viral plasmatica (documento
1) e do uso de TARV. Esses mesmos dados se repetiram em pacientes coinfectados
durante a fase ativa da doenca e com uma casuistica nova apresentada no apéndice de
resultados, na qual pudemos observar 0s mesmos pacientes antes e apds o tratamento para
a LV (n=7). Assim, podemos dizer que os pacientes coinfectados avaliados neste presente
estudo apresentaram uma discordancia imunolégica, independente da fase clinica da LV e
do uso de TARV. Esses dados estdo de acordo com dados da literatura cuja recuperagéo
sub6tima da contagem de linfocitos T CD4" também ocorreu em individuos infectados
pelo HIV-1 avirémicos (Lederman et al. 2003, Goicoechea et al. 2006) e sugerem a
participacdo de outros mecanismos.

Varios estudos anteriores demonstraram que a manutencao da deplecdo de células
T CD4" em individuos sob longo tempo de TARV pode envolver varios mecanismos néo
mutuamente exclusivos e, que, portanto, agem conjuntamente (Corbeau & Reynes. 2011).
A replicacéo viral residual nos tecidos linfoides é um destes e ndo pode ser descartada. No
entanto, a persistente ativacdo do sistema imune, e suas consequéncias, Como
imunosenescéncia acelerada, morte celular induzida por ativacdo e a alteracdo na
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capacidade de renovacdo de células T vem sendo considerada como uma das principais
causas que agravam tal fendmeno (Teixeira et al. 2001, Anthony et al. 2003, Hunt et al.
2003, Piconi et al. 2010). De fato, os pacientes LV/HIV-1 apresentaram elevados niveis de
ativacdo linfocitaria e estes ndo s6 foram independentes da carga viral baixa ou
indetectavel, como também mais elevados quando comparados aos casos s6 de HIV-1,
sugerindo a participacdo da infeccdo por Leishmania. Dessa maneira, a analise de
regressdo linear, na qual as varidveis confundidoras foram controladas, realmente nos
confirmou que a infeccdo por este parasito constitui-se como um cofator importante para o
aumento dos niveis de ativacdo celular em pacientes infectados pelo HIV-1, independente
das contagens de T CD4" e da carga viral plasmatica. Essa associagdo pode indicar que o
importante valor preditivo ja descrito para a molécula CD38 na infeccao pelo HIV-1, pode
ndo ser util para o monitoramento da coinfec¢do, uma vez que seus niveis podem
permanecer elevados independentemente do momento clinico da LV. Estudos anteriores de
nosso grupo também atribuiram o aumento dos niveis de ativacdo em pacientes infectados
pelo HIV-1, & presenca de coinfec¢gdes com o Plasmodium falciparum na malaria (Chavale
et al. 2012) e com o Micobacterium leprae previamente aos episodios de IRIS/RR na
hanseniase (Giacoia-Gripp et al. 2011).

Em adicdo, a propria LV pode contribuir para agravar o0 comprometimento imune
desses pacientes coinfectados, uma vez que esta doenga cursa com uma imunossupressao
do sistema imune, com diminuicdo de linfocitos T e de outras linhagens de células
hematopoiéticas (documento 3, Saha et al. 2006). Assim, ambos os patégenos, L. infantum
e HIV-1 comprometem os érgdos linfoides primarios, como medula 6ssea e timo. O
tropismo do parasito pela medula dssea pode prejudicar a liberagdo de progenitores de
linfocitos T que completardo sua maturacdo no timo, influenciando na capacidade de
regeneracdo de novas células T CD4" para a periferia. Ao mesmo tempo, as células do
estroma timico e os timoécitos podem ser diretamente infectados pelo HIV-1 ou mesmo
sofrerem das consequéncias da ativacdo imune, com exaustdo clonal e mudancas na
arquitetura deste tecido linfoide (McCune. 2001). Além das alteracGes nos érgdos centrais,
0s maiores niveis de ativagcdo imune nesses pacientes coinfectados também podem
comprometer a arquitetura dos tecidos linfoides periféricos com interrupcdo dos
mecanismos homeostaticos de manutencdo das células T naive p6s-migracdo do timo. O

processo fibrotico decorrente estd diretamente relacionado a limitacdo da reconstituicdo
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imunoldgica (Schacker et al. 2002, 2006), mesmo na auséncia de viremia (Nies-Kraske et
al. 2009).

Entretanto, o que mais nos chamou atencdo nesse primeiro trabalho (documento
1), além do intenso comprometimento imunolégico observado nos pacientes com a forma
visceral da doenca, foi que os niveis de ativacdo foram mantidos mesmo na remissao
clinica e na auséncia de carga viral detectavel, sugerindo que a persisténcia do parasito na
LV também poderia contribuir para a continua estimulacéo dos linfocitos. Esse ambiente
de comprometimento da resposta imune efetora aliado as baixas contagens de T CD4" e
altos niveis de ativacdo pode favorecer o retorno da replicacdo parasitaria e, portanto, das
frequentes recidivas verificadas, especialmente naqueles com a forma visceral da doenca.

O relato de caso apresentado no documento 2 foi de extrema importancia para
ratificar algumas questdes importantes verificadas no documento 1. O acompanhamento
prospectivo desse paciente com longo tempo de evolucdo clinica da LV sem tratamento,
porém sob TARV desde a descoberta do HIV-1em 1998 mostrou que: (1) as contagens de
linfocitos T CD4" ndo aumentam apesar da TARV e do inicio do tratamento anti-
Leishmania administrado, (2) a carga viral permaneceu indetectavel durante todo o
acompanhamento clinico, (3) os niveis de ativacdo sdao muito elevados e superiores aos
observados em pacientes com a forma tegumentar da doenca e aos casos de HIV-1, (4) os
niveis de ativacdo permaneceram elevados, especialmente para a molécula CD38, mesmo
na remissdo clinica e aumentaram durante a reativacdo, (5) a TARV ndo impediu a
reativacdo. Além disso, os persistentes niveis de ativacdo ao longo do acompanhamento
podem ter contribuido para o prejuizo da funcdo efetora, conforme observado pela
auséncia de reatividade linfocitaria aos antigenos do parasito e do HIV-1 (p24), bem como
pela diminuig¢do dos niveis de IFN-y nas culturas de células estimuladas a cada momento
clinico estudado. Tais fatores aliado a persisténcia parasitaria (dados ndo mostrados)
podem ter contribuido para a reativacdo da LV.

A patogénese da LV também pode ter contribuido para a intensa linfopenia
observada neste paciente, principalmente se levarmos em consideracdo que a TARV foi
rapidamente iniciada neste paciente, mas o tratamento da LV s ocorreu oito anos apés a
descoberta do HIV. Esses dados parecem sugerir que uma Vez (que ocorre O
comprometimento imune na fase ativa da LV conjuntamente com a infecgéo pelo HIV-1,
os baixos niveis de T CD4" podem perdurar e ndo serem revertidos mesmo sob TARV e
tratamento especifico para o parasito. Varios estudos descritos na literatura também ja
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demonstraram que as contagens de células T CD4" no momento da descoberta do HIV-1 e
inicio da TARV influenciam ndo sé a possibilidade de uma reconstituicdo imunoldgica
efetiva, mas também afeta o tempo necessario para alcangar esse objetivo (D’Amico et al.
2005, Kelley et al. 2009). Independentemente se a LV foi contraida antes ou depois da
infeccdo pelo HIV-1, o episddio ativo da doenca pode agravar 0 comprometimento imune,
explicando inclusive as indmeras disseminagfes cutaneas. Entretanto, a avaliagdo no
momento da infeccdo pelo HIV-1 é muito dificil, pois a maioria desses pacientes
coinfectados j& apresenta esta infeccdo no momento da admisséo do protocolo de estudo.
Neste trabalho, tivemos a oportunidade de acompanhar um paciente (Ptl) que iniciou a
TARV com 188 célulassmm?, mas alcancou niveis de 760 células/mm?® apés 10 meses de
tratamento com TARV e finalizacdo do tratamento com anfotericina B, constituindo-se em
uma excec¢do ao que foi exposto acima.

Recentes evidéncias indicaram que alem das coinfeccdes e da propria replicacédo
viral, a translocacdo de produtos microbianos, entre eles o LPS, do Iimen intestinal para a
circulagao periférica também pode contribuir para a ativacdo imune durante a infeccdo
cronica pelo HIV-1 (Brenchley et al. 2006b). Consistente com a fungéo
imunoestimulatoria desta molécula, os niveis de LPS foram associados a Varios
marcadores de ativacdo da imunidade inata e/ou adaptativa, seja no microambiente do
GALT - (Estes et al. 2010) ou na circulagéo sistémica (Brenchley et al. 2006b, Jiang et al.
2009). No entanto, é importante destacar que 0s humanos apresentam varios mecanismos
de protecdo contra a translocacdo desses produtos microbianos de origem intestinal
(Brenchley & Douek. 2012). A camada de muco presente no lumen do trato
gastrointestinal, células intestinais, defensinas antimicrobianas, IgA de mucosa,
macrofagos residentes, juncdes do tipo tight e a prépria barreira epitelial evitam a
passagem desses produtos. Em adicdo, anticorpos com atividade neutralizante contra o
LPS (EndoCab), assim como, CD14 soltvel (sCD14), LBP (proteina ligadora de LPS) e
HDL (lipoproteina de alta densidade) podem agir para eliminar tais produtos bacterianos,
uma vez que eles tenham atravessado a barreira intestinal e entrado na circulagdo
(Brenchley & Douek. 2012).

Nesse contexto, qualquer alteracdo na permeabilidade seletiva da barreira
intestinal ou perda da regulacdo imune no microambiente da mucosa ou mesmo de um dos
mecanismos de protecdo acima citados, pode facilitar a translocacdo microbiana. Levando
em consideracdo que as células da mucosa intestinal podem se apresentar parasitadas na
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LV (Baba et al. 2006, Luz et al. 2010), ndo seria inesperado que o dano intestinal com
consequente passagem de produtos microbianos pudesse ocorrer nesses pacientes. Além
disso, a LV apresenta algumas caracteristicas patogénicas similares a infec¢do pelo HIV-1,
no que se refere a diminuicdo das contagens de linfocitos T CD4" periféricos, intensa
resposta inflamatdria e ativacdo imune. Assim, primeiramente investigamos se 0s niveis de
LPS poderiam estar aumentados no plasma de pacientes com LV apenas e se estes
poderiam se correlacionar com os niveis de ativacdo celular descritos nesta doenca.
Posteriormente, avaliariamos a translocagdo nos pacientes concomitantemente infectados
por L. infantum e HIV-1.

Nossos resultados mostraram a presenca de niveis aumentados de LPS plasmatico
nos pacientes de LV apenas em relagdo aos sadios. Além disso, este incremento dos niveis
de LPS se correlacionaram com as reduzidas contagens de linfocitos T CD4" e T CDS8",
bem como com a ativacdo sistémica e com os niveis de citocinas pro-inflamatorias (I1L-6,
IL-8 e MIF), sugerindo que uma molécula bacteriana ndo associada a infeccdo por
Leishmania pode exercer efeitos deletérios sobre o sistema imune.

Os niveis de LPS também se correlacionaram com o sCD14 e com a proteina
intestinal ligadora de &cido graxo (IFABP) nos pacientes de LV, sugerindo que o LPS é
bioativo e de provavel origem luminal. O status de ativacdo elevado nesses pacientes foi
observado através do percentual de linfocitos T expressando as moléculas HLA-DR, CD38
e CD25 e pelos niveis elevados de citocinas pré e anti-inflamatdrias. Tais resultados séo
absolutamente consistentes com os relatos anteriores de que a LV se apresenta
clinicamente como uma sindrome inflamatdria sisttmica (Costa et al. 2010), similar a
sepse, a maldria e a febre do dengue . Mais recentemente denominado como “cytokine
storm”, tal perfil misto de citocinas ndo se normalizou mesmo apds o tratamento especifico
para Leishmania (Peruhype-Magalhdes et al. 2006, Nylén et al. 2007). A correlacdo
positiva entre os niveis de LPS e a citocina MIF esta de acordo com relatos anteriores de
que esta € liberada apds varios estimulos, entre eles a endotoxemia (Bacher et al. 1996).
Como a liberacdo de MIF aumenta a expressdo de TLR-4 (Roger et al. 2001), um
importante receptor do LPS, acreditamos que os altos niveis de MIF podem aumentar a
suscetibilidade das células & estimulacdo pelo LPS, contribuindo para intensificar a
liberagdo de citocinas pro-inflamatorias (Calandra et al. 2003). A correlagéo positiva entre
0s niveis de LPS e IL-6 e IL-8 observadas no presente estudo é consistente com esta ideia,
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uma vez que o MIF também induz a producdo de outros mediadores inflamatdrios
(Calandra et al. 2003).

E importante ressaltar que a presenca de niveis elevados de LPS nos pacientes de
LV pode ser uma consequéncia da falha dos mecanismos naturais de controle da
translocacdo microbiana que ocorre em niveis basais ou mesmo uma falha na sua
eliminacdo pelos macrofagos residentes do trato gastrointestinal ou do figado (Brenchley
& Douek. 2012). Tal possibilidade pode ser verdadeira, principalmente se considerarmos
que tais células sdo alvo do parasitismo pela L. infantum e podem apresentar um
comprometimento da funcdo fagocitica ou mesmo ja terem alcancado uma saturacéo desta
capacidade. Simultaneamente, pode ser que o tempo de avaliagdo apds o tratamento ainda
néo tenha sido o suficiente para a normalizacdo desses produtos microbianos na circulagéo.
No entanto, os niveis de IFABP mais elevados em relacdo aos sadios, assim como a
correlagdo com o LPS, sugerem um dano intestinal. Estudos em andamento pelo nosso
grupo com modelo experimental poderdo esclarecer a ocorréncia do fenémeno da
translocacdo microbiana na LV e se ocorre algum tipo de dano na mucosa intestinal que
possa ser associado a presenca de LPS no local ou na periferia.

A ideia de que os componentes do parasito estdo envolvidos nas anormalidades
imunoldgicas observadas na LV, seja nos mecanismos supressores ou nos ativadores,
permanece em investigacdo. Somado a isso, a possibilidade de que o parasitismo intestinal
concomitantemente a deplecdo de células T pode comprometer o GALT em pacientes com
LV e permitir a translocacdo microbiana, adiciona um novo conceito a essa complexa
interacdo entre o parasito de tropismo viscerotropico e o hospedeiro. O fato é que a
presenca do LPS proveniente de bactérias gram-negativas, ao lado dos antigenos de
Leishmania pode contribuir para a hiperativacdo do sistema imune e aponta para 0S
possiveis beneficios da profilaxia antibacteriana ao lado da terapia leishmanicida.

A translocacdo microbiana também esta envolvida na patogénese de varias
doengas ndo infecciosas, como a doenca inflamatdria do intestino (Harrison et al. 2011) e
a doenca do enxerto versus hospedeiro (Cooke et al. 2002). No que se refere as doengas
infecciosas, além da infeccdo pelo HIV-1 e da LV, a fungdo estimulatoria exercida pelo
LPS foi demonstrada apenas nas hepatites B e C (Sandler et al. 2011). Na verdade,
acreditamos que qualquer doenca cujo substrato patogénico envolva danos a barreira

gastrointestinal e mudancas na sua arquitetura, pode resultar na passagem de produtos
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microbianos para a circulacdo. Neste cenario, doencas parasitarias como giardiase,
amebiase, estrongiloidiase e outras podem evoluir com esse quadro e merecem atencao.

Posteriormente, levando em consideracdo os dados acima discutidos sobre o grau
de ativacdo linfocitaria e de liberacdo das citocinas pro-inflamatorias estarem relacionados
a presenca do LPS na LV, buscou-se investigar o que poderia ocorrer num cenario de
sobreposicdo com a infeccdo pelo HIV-1. Ao mesmo tempo, avaliamos a carga parasitaria
desses pacientes coinfectados, a fim de entender se a manutencdo da ativagcdo do sistema
imune durante a remissdo clinica da LV (documento 1) poderia ser atribuida a persisténcia
de niveis elevados do parasito.

A avaliacdo dos pacientes coinfectados durante a fase ativa da LV também
revelou elevados niveis de ativacdo mesmo naqueles cuja carga viral ja se apresentava
indetectavel devido a TARV (documento 4), sugerindo que o grau de ativagdo é
independente da fase clinica da LV, uso de TARV e do tratamento anti-Leishmania.
Considerando que paradoxalmente a LV cursa com uma ativacdo policlonal e com um
perfil misto de citocinas durante a fase ativa da doenga, néo seria inesperado verificar uma
potencializacdo do fendmeno da ativacdo nesses pacientes (documento 4). Ao lado disso, a
propria replicacdo parasitaria na fase ativa e sua persisténcia na remissao clinica poderiam
contribuir para os resultados encontrados.

Interessantemente, a quantificacdo da carga parasitéaria através do gene MAG-1
revelou que estes niveis foram mais elevados na fase ativa da doenca em relacdo a
remissdo clinica. Dentre os nove pacientes coinfectados tratados avaliados, cinco
mostraram formas parasitarias no sangue abaixo do limite de deteccdo do ensaio e 0s
demais, apresentaram valores ainda detectaveis, porém inferiores aos da fase ativa da
doenca. Estes resultados sugeriram que a terapia anti-Leishmania contribuiu, em parte,
para a diminuicdo da carga parasitaria circulante. Por outro lado, niveis ainda detectaveis
em quatro pacientes coinfectados podem sugerir que o tempo para sua normalizacdo seja
maior, conforme dados da literatura (Antinori et al. 2008). Outra forte possibilidade é que
a terapia sozinha ndo seja o suficiente para tal e, que provavelmente o intenso grau de
comprometimento imune desses pacientes ndo permita um controle parasitario eficiente
(Casado et al. 2001). Considerando que nenhum dos pacientes avaliados neste documento
4 fizeram uso de profilaxia secundaria, estudos em andamento pelo nosso grupo ajudardo a
entender se sua utilizacdo contribuira para a supressdo da carga parasitaria circulante e
uma diminuigéo das frequentes reativacoes da LV.
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Além disso, mesmo com uma terapia especifica bem sucedida e com os niveis de
carga parasitarios baixos ou indetectaveis perifericamente, sabe-se que a permanéncia do
parasito na medula déssea (Antinori et al. 2008) ao lado do comprometimento imune de
pacientes concomitantemente infectados pelo HIV-1 pode ser responsavel pela continua
estimulacdo antigénica e frequentes reativacGes (Cota et al. 2011). Nossos resultados,
entretanto, mostraram que 0 numero estimado de formas promastigotas/por mL de sangue
se correlacionou com a ativacao linfocitaria apenas na fase ativa da doenga. Por outro lado,
aqueles na remissdo clinica apresentaram um alto percentual de linfécitos T ativados
independente da carga parasitaria, apontando para a existéncia de outros cofatores para a
ativacao celular.

De fato, 0s niveis de LPS estavam elevados nos pacientes LV/HIV-1 tanto na fase
ativa quanto na remissdo clinica, coerente com o status de ativagdo imune nestes dois
momentos clinicos. Entretanto, tais niveis ndo diferiram em comparagdo aos casos de HIV-
1 apenas. Quando todos os individuos infectados pelo HIV-1 foram avaliados
conjuntamente observou-se uma correlacdo positiva entre os niveis de LPS e sCD14 e
IFABP, indicando que o dano intestinal pode estar envolvido na passagem desses produtos
microbianos e que estes, uma vez na circulacdo, sdo capazes de estimular as células do
sistema imune (Brenchley et al. 2006b). A correlacdo positiva borderline entre os niveis de
IFABP e o percentual de células T ativadas também sugere o dano intestinal com um papel
indireto neste processo de ativagéo sistémica.

O fato dos niveis de LPS ndo estarem mais elevados na coinfeccdo
Leishmania/HIV-1 nos chamou a atencdo e pode sugerir que a infeccdo pelo HIV-1 possa
ter sido o suficiente para induzir a translocagdo de produtos microbianos nesses pacientes
ao ponto destes ndo aumentarem mais, apesar da existéncia de outro patdgeno no local que
possa contribuir para o dano. No entanto, € importante ressaltar que a similaridade entre
esses grupos quanto aos niveis plasmaticos de LPS ndo nos informa absolutamente nada
sobre o comprometimento gastrointestinal in situ. Os niveis de IFABP sugerem o dano
intestinal, uma vez que uma proteina localizada no citosol das células desse tecido esta
aumentada na circulagdo sistémica, porém para determinar diretamente o0
comprometimento da mucosa intestinal, fragmentos de tecido local precisariam ser
avaliados. Estes e colaboradores (2010) observaram interrupcfes na barreira intestinal de
macacos rhesus infectados com SIV através da coloracdo da proteina claudina nas juncoes
do tipo tight. A microscopia confocal mostrou que tais interrupcfes estavam associadas a
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translocacdo de produtos microbianos para a lamina propria. Dessa maneira, € possivel que
a extensdo do dano mucoso entre 0s grupos seja diferente, ou mesmo se correlacione com
0 grau de translocacdo microbiana no sitio anatbmico, mas ndo necessariamente com 0s
niveis plasméaticos de LPS. Por questdes éticas é extremamente dificil a obtencdo de
fragmentos de tecido da mucosa intestinal, o que torna dificil inferir o verdadeiro grau de
comprometimento imune do GALT nesses pacientes coinfectados e mesmo nos
monoinfectados para LV.

Alternativamente, a auséncia de diferenca também pode ter ocorrido porque 0s
niveis plasmaticos dosados foram apenas da molécula LPS, mas sabidamente outros
componentes bacterianos sdo passiveis de translocacdo, como peptideoglicano, acido
lipoteicdico e flagelos (Brenchley & Douek. 2008). Assim, a quantificacio do DNA
ribossomal (16S) bacteriano no plasma dos pacientes coinfectados poderé informar se os
niveis totais de componentes bacterianos podem estar aumentados nos individuos
coinfectados e, consequentemente contribuindo para a ativacao imune sistémica.

Apesar de aparentemente os niveis de LPS terem alcancado um platd nos
pacientes coinfectados, eles se correlacionaram com o percentual de linfécitos T CD8"
expressando CD38 ao lado da infeccdo por Leishmania, que ja havia sido associada aos
niveis de ativacdo no documento 1, discutido inicialmente. Esse fato aponta outro
potencial cofator na estimulagdo imune sistémica de pacientes coinfectados. Além disso,
conforme esperado, observamos uma potencializacdo do status ativado e inflamatério nos
pacientes de coinfeccdo, independentemente da fase clinica da LV. Os altos niveis de
citocinas pro-inflamatorias, especialmente IFN-y e TNF podem contribuir para a maior
ativacdo de monadcitos/macrofagos, consistente com os niveis mais elevados de sCD14 no
plasma dos pacientes coinfectados em relacdo aos demais grupos. Considerando que na
infeccdo pelo HIV-1 a enteropatia é causada inicialmente pela intensa exposicdo e
replicacdo viral (Brenchley et al. 2004, 2006b) e mantida na fase cronica pela intensa
ativacdo do sistema imune (Douek et al. 2009), podemos dizer que o conhecido circulo
vicioso pode estar agravado na coinfeccdo LV/HIV-1. Assim, a producdo direta de
citocinas inflamatdrias pelos estimulos patogénicos (virais e parasitarios) e/ou pelo LPS ou
indiretamente pelo proprio grau de ativacdo do sistema imune, acaba por sustentar e
agravar tal processo.

Nossos dados indicaram que a associagdo Leishmania/HIV resulta num efeito
sinérgico in vivo, no qual os percentuais de linfocitos T ativados e os niveis de citocinas
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inflamatodrias liberados diferem daqueles encontrados em cada uma das duas infeccbes
isoladamente (Valdez et al. 1997, Connolly et al. 2005, Peruhype-Magalhées et al. 2006,
Nylén et al. 2007). Tal efeito estd diretamente relacionado aos niveis de LPS plasmaticos e
as consequéncias imunopatogénicas da infecgdo por L. infantum. Estudos futuros serdo
necessarios para esclarecer os efeitos da persistente ativacdo sobre a funcionalidade dos
linfécitos T na resposta imune a esses patdgenos.

Umas das principais consequéncias da profunda ativacdo do sistema imune
causada por mecanismos direta ou indiretamente relacionados ao HIV-1 s&o as continuas
taxas de proliferacdo celular e acimulo de células terminalmente diferenciadas (Appay et
al. 2002, Papagno et al. 2004). Apos inumeras replicacOes, estas células perdem sua
capacidade proliferativa e ficam mais suscetiveis a morte celular por apoptose (Appay et
al. 2008). Tal falha vem sendo atribuida ao fendbmeno da senescéncia, caracterizada por um
encurtamento do teldmero, devido aos inumeros ciclos celulares sofridos, diminuicdo da
atividade da telomerase, diminuicdo da producdo de IL-2 e perda da expressdo dos
receptores coestimulatorios CD27 e CD28 (Appay et al. 2008).

Apesar de Brenchley e colaboradores (2003) terem descrito que a molécula CD57
por si sO é capaz de predizer a senescéncia das células, e, portanto sua instabilidade
replicativa, este mesmo estudo verificou que dentre os linfécitos T CD57", podemos
encontrar células em varios momentos diferentes da diferenciacdo celular, tais como
células naive, memoria central (Tymc) e memoria efetora (Tue). Deste modo, decidimos que
o resultado proveniente do dot plot de células simultaneamente CD57" e CD27 era mais
fidedigno, no sentido de avaliar os niveis de células senescentes ja no seu estagio final de
diferenciacdo (apds a perda da expressdao de CD27) e, portanto tal analise também foi
considerada em adicdo ao percentual de células T CD57" totais.

Coerente com o elevado grau de ativacdo celular observado nos pacientes
LV/HIV-1 verificamos que o percentual de células T CD4" e T CD8" que expressaram a
molécula CD57 e/ou coexpressaram CD57°CD27" foi significativamente mais elevado nos
pacientes coinfectados em relagdo ao grupo de individuos sadios, cuja mediana de idade
foi similar, j& que a imunosenescéncia também aumenta com a idade. Assim, podemos
sugerir que tal fendbmeno ndo s6 ocorre nos pacientes de LV/HIV-1, como também esta
mais acelerado. O denominador comum deste agravo em ambos os individuos, sadios ou
infectados pelo HIV-1 é a perda da competéncia imune e uma especie de limiar, acima do
qual o risco de infecgdes oportunistas tona-se extremamente elevado (Focosi et al. 2010).
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Entretanto, a partir do momento que tais niveis estdo mais altos no grupo de pacientes
coinfectados isto poderia favorecer o aparecimento e/ou reaparecimento de uma LV que
estava sendo mantida, até entdo, sob controle do sistema imune.

Ao mesmo tempo em que a imunosenescéncia elevada pode favorecer o
aparecimento de infec¢fes oportunistas, as coinfeccdes capazes de aumentar o estado geral
de ativacdo imune, entre elas a LV, também podem contribuir para acelerar o
envelhecimento do sistema imune. De fato, j& foi observado que o percentual de células
senescentes (T CD8'CD57") em individuos infectados pelo HIV-1 soropositivos para
CMV estava mais elevado quando comparado aos pacientes soronegativos para este virus
(Evans et al. 1999). Além disso, todas as células senescentes eram CD28", indicando o
estagio final de diferenciacdo em que estas se encontravam (Evans et al. 1999). Tal
fendtipo foi independente da carga viral e do status clinico do paciente.

Apesar dos niveis de ativacdo (CD38" em T CD8") serem mais elevados nos
pacientes LV/HIV-1 tanto na fase ativa quanto na remissdo clinica (documento 1 e 4) e
permanecerem elevados ao longo do acompanhamento clinico (documento 2), o percentual
de células senescentes/diferenciadas ndo se mostrou potencializado nos individuos
LV/HIV-1, quando comparado aos casos de HIV-1, sem leishmaniose. No entanto, é
importante destacar que alguns fatores podem ter contribuido para a auséncia de
diferencas, entre eles a maior deplecgdo de linfocitos T CD4" verificada nesses pacientes de
LV/HIV-1, independente da fase clinica da LV (documentos 1 e 2). Além disso, conforme
mostrado no apéndice de resultados, os niveis de T CD4" s3o baixos na fase ativa da
doenca e assim permanecem apesar da TARV e do tratamento para Leishmania na maioria
dos pacientes avaliados (nove pacientes permanecem com contagens abaixo de 300
células/mm? no pés-tratamento).

Outro fato que corroborou para esse raciocinio foi o fato de verificarmos que os
individuos com o0s maiores percentuais de células senescentes e diferenciadas
(CD57°CD27) em T CD4" também foram os que apresentavam a menor contagem
absoluta de linfocitos T CD4", indicando que quanto maior o percentual de senescéncia,
maior o grau de imunossupressdo e avangado estado de comprometimento imunolégico
nesses pacientes coinfectados. Essa observagdo nos faz pensar até que ponto o elevado
grau de imunosenescéncia desses pacientes coinfectados pode contribuir para a
reconstituicdo imunoldgica ineficiente, uma vez que estas células senescentes ficam mais
suscetiveis @ morte celular espontanea ou mesmo aquela induzida por ativagdo (Palmer et
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al. 2005, Corbeau & Reynes. 2011). Da mesma maneira, 0 percentual de células
senescentes em T CD8" ndo diferiu entre os grupos infectados pelo HIV-1. Embora n&o
tenhamos determinado o nimero de células apoptdticas, € possivel que a ativacéo celular
mais elevada nos pacientes coinfectados também possa estar contribuindo para esse
processo de morte, explicando a auséncia de diferencas entre esses grupos.

Apesar dos niveis de senescéncia em T CD8" ndo terem sido mais elevados nos
pacientes coinfectados em relagdo aos casos de HIV-1 apenas, algumas questdes
importantes foram observadas. Primeiramente, tal percentual de células senescentes
(CD57°CD27) € significativamente mais elevado nesta subpopulacio do que na de
linfocitos T CD4". Este achado esta de acordo com o que vem sendo mostrado na
literatura (Champagne et al. 2001, Brenchley et al. 2003, Papagno et al. 2004),
principalmente por ser esta a principal subpopulagéo efetora na infecgéo pelo HIV-1, capaz
de passar por continuas expansfes apds a ativacdo e estabelecer um pool de células de
memoria efetora, enquanto as células T CD4" ativadas tendem a morrer mais rapidamente
(Appay et al. 2008). De fato, individuos infectados pelo HIV-1 apresentam ainda na fase
aguda da infeccdo um aumento do nimero de células T CD8" na periferia, o que pode ser
um reflexo, em parte, da montagem inicial de uma resposta antiviral. Entretanto a
manutencdo desse percentual elevado durante a fase assintomatica estd mais associada ao
processo de ativagdo j& descrito no HIV-1 (Douek et al. 2009). Considerando o intenso
grau de ativacdo dos linfocitos T CD8" nos pacientes LV/HIV-1, o maior percentual de
células senescentes vai de encontro ao fato de que tal processo contribui para a maior taxa
de diferenciacdo e senescéncia dessa subpopulacdo celular. Mais recentemente, Appay e
colaboradores (2007) verificaram que a proporcdao de células T terminalmente
diferenciadas era mais elevada na subpopulacéo de células T CD8" quando comparada a T
CD4" e, como essas células sdo as que geralmente expressam CD57, pressupdem-se que a
senescéncia seja mais elevada nesta populagio de T CD8".

Em segundo lugar, este percentual de células T CD8" senescentes permaneceu
elevado independente das contagens de linfocitos T CD4", isto é, mesmo aqueles pacientes
que mostraram alguma recuperacéo dos valores de T CD4" apds o tratamento (Figura 1A),
a senescéncia permaneceu elevada, consistente com o grau de ativagdo observado ainda em
pacientes na remissao clinica da leishmaniose. Ainda neste contexto, trés pacientes do
acompanhamento prospectivo que apresentaram um incremento dos seus niveis de T CD4"
(Pt1, Pt2 e Pt3), mantiveram niveis elevados de células T CD57°CD27 em T CD8".
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De forma esperada, o percentual de células senescentes totais e senescentes
diferenciadas diferiu entre os pacientes de LV/HIV-1 e aqueles com LV, sem HIV-1, na
fase ativa da doenca em ambas as subpopulaces de linfdcitos T. Interessantemente, tal
diferenca ndo foi significativa entre os grupos nos pos-tratamento. Este resultado esta de
acordo com o fato da infec¢do pelo HIV-1 acelerar a imunosenescéncia desses individuos
(Appay et al. 2007). Embora o percentual de células senescentes dos pacientes de LV
ativos ndo diferiu do encontrado nos sadios, observou-se uma diferenga significativa entre
estes grupos apds o tratamento e com a recuperacdo dos niveis de linfocitos T CD4". Isso
pode ser compativel com as etapas de uma resposta imune efetora, com diferenciacéo,
expansdo e consequente perda da capacidade proliferativa de algumas células envolvidas
no controle do parasito. A persisténcia do estado de ativagdo imune nesses pacientes de LV
cerca de seis meses ap0s o tratamento anti-Leishmania também pode contribuir para a
diferenca em relacdo aos sadios. O acompanhamento prospectivo desses pacientes podera
informar se longo tempo apds o tratamento especifico, o percentual de células senescentes
retorna para niveis similares aos de um individuo sadio. Conforme mostrado no documento
4, a carga parasitaria diminui nos pacientes tratados de LV e, portanto, embora este,
mesmo sob controle, possa manter a continua estimulacdo e diferenciacdo de células T,
outros elementos como o LPS também podem estar envolvidos neste processo.

Ao analisarmos o percentual de células CD57°CD27 nas subpopulagdes de
linfocitos T, verificamos que este fen6tipo de células senescentes, mas ja diferenciadas,
constituiam cerca de metade do percentual de células CD57" totais em T CD4" e mais da
metade em T CD8", 0 que aponta primeiramente para o intenso grau de células altamente
diferenciadas nesses pacientes coinfectados, conforme os resultados da literatura ja vém
mostrando para individuos infectados pelos HIV-1 (Appay et al. 2002, Papagno et al.
2004). Ao mesmo tempo, também indicam a existéncia de células ja senescentes, e,
portanto, com a capacidade replicativa comprometida, em um estagio inicial ou
intermediario da diferenciagdo ou mesmo de células naive (CD57°CD27%), o que pode
representar um importante papel na patogénese dessas duas infec¢des. De fato, ja foi
demonstrado que a repetida estimulacdo antigénica na infec¢do pelo HIV-1 pode levar a
exaustdo da capacidade proliferativa de células que ainda ndo se diferenciaram
completamente (Appay et al. 2007). Recentemente, um estudo verificou que pacientes
infectados pelo HIV-1 apresentavam um acimulo de células T CD8" no estagio
intermediario da diferenciagdo (CD27°CD28"), enquanto que as células T CD4"
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progrediram para um estagio mais avancado (CD27°CD28%). Em ambas as subpopulagdes,
o percentual de células senescentes foi elevado (Mojumdar et al. 2012).

Por fim, embora j& existam células senescentes que ndo se diferenciaram
totalmente (CD57°CD27") nos pacientes coinfectados, este percentual é significativamente
mais baixo do que o percentual de células T CD57"CD27", conforme mostrado no apéndice
de resultados. Tal achado suporta a ideia anterior de que quando as células T se
diferenciam, ocorre a perda sequencial dos receptores CD27 e CD28 (Papagno et al. 2004)
e elas passam a expressar a molécula CD57. Na verdade, existe um intenso relacionamento
entre ativacdo, diferenciacdo celular, e posterior senescéncia replicativa, que ja foi
demonstrado ex vivo e in vivo para diferentes infeccdes virais crénicas, como EBV, CMV e
HIV-1 (Appay et al 2002, Papagno et al. 2004). E razoavel pensar que esse mesmo
processo possa estar ocorrendo na coinfeccdo LV/HIV-1, mediante a potencializacdo dos
niveis de ativacdo celular detectados.

E interessante destacar que tais niveis de células senescentes/diferenciadas em
ambas as subpopulacdes de células T permaneceram inalterados nos pacientes coinfectados
ap6s o tratamento para Leishmania e apesar do uso do TARV. Coerente com estes
resultados, os pacientes coinfectados de LV/HIV-1 ndo apresentaram uma correlacdo
positiva entre 0s niveis de senescéncia e carga viral plasmatica em nenhum dos dois
momentos clinicos avaliados (ativo e pds-tratamento), ou seja, apesar dos niveis de RNA
plasmatico do HIV-1 estarem baixos ou indetectaveis, o percentual de células T
senescentes/diferenciadas foi elevado. Nossos resultados estdo de acordo com outros
trabalhos da literatura (Brenchley et al. 2003, Palmer et al. 2005), embora seja importante
ressaltar que a maior suscetibilidade das células senescentes a morte induzida por ativacdo
possa mascarar uma correlagdo positiva com a carga viral plasmatica.

Dessa maneira, a TARV pode ndo influenciar nos niveis de senescéncia, mas ao
manter sob controle os niveis de carga viral plasmatica (indetectaveis), ratifica que a
ativacdo do sistema imune por outros mecanismos que nédo os diretamente relacionados ao
virus possam estar ajudando a manter o grau de imunosenescéncia. No presente estudo, a
infeccdo por Leishmania e o potencial estimulatério do LPS poderiam ser apontados como
os mantenedores deste fendmeno, ja que foram associados aos niveis mais elevados de
ativacdo em pacientes de LV/HIV-1 (documento 4). O papel da ativacdo celular na
indugdo e manutencdo do fendmeno da imunosenescéncia foi observado preliminarmente,
através de uma correlagio positiva entre o percentual de células CD38"HLA-DR" em T
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CD8" e o grau de senescéncia nesses linfocitos nos pacientes avaliados prospectivamente
(dados ndo mostrados).

O mesmo raciocinio pode ser utilizado, a principio, para a influéncia da carga
parasitaria, uma vez que esta pode se apresentar reduzida ap6s longo tempo do término do
tratamento anti-Leishmania na presenca de niveis ainda elevados de ativacdo celular
(documento 4). No entanto, tal hipotese s6 podera ser esclarecida quando realizarmos a
quantificacdo parasitaria nos pacientes coinfectados desta casuistica atual em
acompanhamento.

E importante destacar que o percentual de células senescentes nas duas
subpopulacdes de linfocitos T ndo diferiu entre os pacientes que reativaram e aqueles que
se mantiveram em remissao clinica, sugerindo que apesar da possibilidade de exaustéo
clonal, diferencas ndo s6 no perfil funcional, mas também na qualidade da resposta imune
especifica a esses patdgenos podem ajudar a entender este fato. Neste contexto, alguns
trabalhos relataram que essas células senescentes sdo em sua maioria células Tyg, cuja
caracteristica principal é a fraca capacidade de proliferar frente a mitégenos e ao virus,
mas com alta capacidade efetora de producdo de citocinas (IFN-y) e granzima, no caso de
células T citotdxicas, apds o encontro com o antigeno, ajudando no controle da replicacao
viral (Brenchley et al. 2003, Papagno et al. 2004, Palmer et al. 2005, Chattopadhyay et al.
2009). Por outro lado, outros pesquisadores consideram que estas células senescentes por
terem perdido a capacidade de proliferarem, apenas se acumulam e contribuem para o
envelhecimento da populacéo de células T (Appay & Rowland-Jones. 2002).

Resultados anteriores de nosso grupo mostraram que os pacientes LV/HIV-1
(ativos e em remissdo) apresentaram altos niveis de células Ty circulantesem T CD4 e T
CD8" (Santos-Oliveira. 2008), em comparagio aos pacientes monoinfectados de HIV-1 ou
LV. Levando em consideracdo o fato dessas células Tye ndo proliferarem bem,
acreditamos que a maioria delas, sendo todas, também estejam expressando a molécula
CD57. Estudos posteriores avaliando ndo s6 a coexpressdo de CD57 e moléculas
associadas ao fendtipo de meméria (CD45RO'CCR7’), mas também a qualidade dessa
resposta poderdo ajudar a entender as diferencgas entre longos periodos de remisséo clinica
e as reativacdes, apesar do grau de senescéncia.

O perfil fenotipico de uma célula T efetora protetora ainda é bastante controverso.
Alguns autores acreditam que a imunidade protetora estd associada a capacidade
proliferativa de células T CD8" especificas e com perfil de célula inicialmente diferenciada
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(Migueles et al. 2002), o que desafiaria a visdo de que células altamente diferenciadas e
portanto, senescentes replicativamente, seriam boas células efetoras. Uma vez que o
percentual de células senescentes foi similar entre os pacientes coinfectados e os casos de
HIV-1 apenas, futuros estudos avaliando a qualidade da resposta imune frente aos
antigenos especificos de L.infantum e p24, através do perfil de citocinas produzidas (em
especial IFN-y e/ou IL-2) serdo indispensaveis para entender se estas células
senescentes/diferenciadas possuem algum impacto na imunopatogenia da coinfeccdo
LV/HIV-1, retardando a progressao para a AIDS e evitando as reativag0es ou se apenas se
acumulam na periferia e contribuem para o colapso do sistema imune.

A avaliacdo anterior da reatividade linfocitaria frente aos Ag-Li e Ag-p24 através
de ensaios de resposta linfoproliferativa revelou que os pacientes coinfectados (ativo e em
remissao) foram capazes de responder frente ao mitdgeno, mas nenhuma resposta foi
observada nos pocos de cultura estimulados com antigenos parasitario e viral (Santos-
Oliveira. 2008). As baixas contagens de T CD4" na coinfeccdo, ou ainda a ma qualidade
funcional no pool de células restantes, podem ter contribuido para a auséncia de resposta
especifica aos antigenos. Aliado a isso, o elevado percentual de células T senescentes dos
pacientes em comum a essas duas analises pode ajudar a entender, em parte, a auséncia de
proliferacdo in vitro frente aos antigenos especificos. Além da senescéncia, a morte dos
clones por exposic¢do repetida ao antigeno especifico pode ter contribuido para a auséncia
de resposta proliferativa. Apesar dos niveis de proliferacdo dessas células T CD4" e T
CD8" senescentes ndo terem sido analisados nessa casuistica atual, acreditamos que a
capacidade proliferativa ja estivesse comprometida. De fato, células T CD4" de doadores
saudaveis que expressavam a molécula CD57 proliferaram menos frente ao mitdgeno
quando comparadas as células CD57", cujo fenétipo foi CFSE'™ (Palmer et al. 2005).

Resultados preliminares de apenas trés pacientes acompanhados prospectivamente
(Pt1, Pt2 e Pt3) mostraram que o percentual de células T CD57'CD27" parece nio se
alterar prontamente ap6s o cultivo por 72 horas, uma vez que tais niveis foram similares
entre o percentual ex vivo e 0 po¢o ndo estimulado, em ambas as subpopulacdes de células
T. Entretanto, frente aos estimulos especificos de L.infantum e p24, o percentual de células
senescentes variou em relagdo ao pogo ndo estimulado, sugerindo que a ativacdo induzida
pelo estimulo pode aumentar a senescéncia em T CD4". Diferentemente, o percentual de
células senescentes em T CD8" ndo variou frente aos estimulos antigénicos, o que pode ser
devido ao elevado percentual de células ja senescentes ex vivo, apontando para a
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incapacidade proliferativa das possiveis células respondedoras. Dessa maneira, uma vez
que apenas as células CD57" ainda possuem a capacidade de proliferar, a possibilidade de
existir um clone respondedor a um desses dois estimulos nesse pool de células deve ser
levada em consideragéo.

Em conclusdo, podemos dizer que molécula CD57 expressa na superficie dos
linfécitos T pode ser utilizada como uma estimativa geral da qualidade da competéncia
imune nesses pacientes coinfectados e a presenca de altos percentuais de células
senescentes ex vivo na populagdo de linfocitos T CD4" e T CD8", sejam eles CD57" totais
ou ja diferenciados (CD57°CD27°) refletem um sistema imune cronicamente ativado que
ndo se modifica apesar da TARV e do tratamento anti-Leishmania. Além do estudo
transversal, os resultados iniciais do acompanhamento clinico prospectivo também
mostraram que o tratamento especifico para a LV e o uso da profilaxia secundaria ndo
proporcionaram uma diminuicdo dos niveis de senescéncia, nem evitaram a reativacdo de
trés pacientes. Pelo contrario, o percentual de células senescentes tende a aumentar em trés
pacientes na populacio de T CD4" e se mantém idéntico em T CD8". Isso pode estar
consistente com a questdo da exaustdo imune irreversivel, na qual a intensa deplecdo de
células T CD4" e 0 acimulo de células altamente senescentes/diferenciadas e altas taxas de
morte celular induzida por ativacdo s6 podem ser revertidos pela geracdo de novas células
pelo timo (Appay et al. 2008). Considerando a intensa ativagdo do sistema imune a que
estes pacientes coinfectados estdo submetidos, acreditamos que o output timico também
deve estar comprometido, suprindo de maneira ineficiente a periferia com novos clones de
T CD4". A posterior avaliacio do percentual de células TREC" serdo esclarecedores neste
sentido.

Neste cenario de imunodepressao causado pelo HIV-1 e pela L.infantum, ao lado
de uma intensa ativacdo do sistema imune, imunosenescéncia e pobre reconstituicdo
imunoldgica, apesar da TARV foi realizada a avaliacdo do repertério VB dos linfocitos T
de 13 pacientes coinfectados na fase ativa da doenca e de 12 pacientes logo ap6s o
tratamento para Leishmania. Tal andlise caracterizou o perfil de distribuicdo das familias
VB nas subpopulagdes de linfocitos T CD4" e T CD8" separadamente, bem como mostrou
que o grau de comprometimento imune periférico na coinfeccdo pode repercutir no perfil
do repertorio circulante. Além disso, a analise do repertorio num momento posterior ao
tratamento para Leishmania nos permitiu avaliar a influéncia dessa terapia na dindmica de
utilizacdo dessas cadeias.
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Primeiramente, foram avaliados os repertorios TCRVB em T CD4" e em T CD8"
nos 13 individuos sadios incluidos no estudo, a fim de definir os percentuais medianos de
normalidade da utilizacdo dessas cadeias na periferia. A andlise por citometria de fluxo
mostrou que em ambas as subpopulacfes de linfécitos T algumas familias foram mais
utilizadas, como VB2, VB5.1, VB8 e VP17 em relacdo as demais cadeias, assim como
VPB4,VB11,VB18 e VP23 foram utilizadas por menos de 1% dos linfocitos T. Isso nos
sugere um perfil ndo aleatério ja que determinadas familias tanto em T CD4" quanto em T
CD8" tendem a ser preferencialmente utilizadas em detrimento de outras, estando de
acordo com alguns trabalhos anteriores (Grunewald et al. 1991, Malhotra et al. 1992).
Nossos resultados também estdo de acordo com os valores referenciais fornecidos pelo
préprio fabricante dos reagentes utilizados (Beckman Coulter), os quais cobrem cerca de
70% das células expressando TCRafp e também relataram percentuais similares de
utilizacdo das mesmas familias encontradas em nosso estudo.

Além disso, algumas diferencas também foram observadas quando as duas
subpopulacdes de linfécitos T foram comparadas. De acordo com um trabalho anterior de
nosso grupo, o qual utilizou outra populacdo de individuos saudaveis, nés igualmente
verificamos que o VB5.1 e o0 VP12 eram mais utilizados por T CD4" e o VB23 por T CD8"
(Giacoia-Gripp et al. 2005). Além dessas familias, outras cadeias também foram mais
utilizadas por T CD4" e T CD8", similarmente a dados anteriores da literatura (Rebai et al.
1994, Melenhorst et al. 2002, Giacoia-Gripp et al. 2005).

A influéncia dos genes do HLA na determinacdo do repertério TCRV[ deve ser
levada em consideracdo e ja foi observada anteriormente (Alkolkar et al. 1993).
Consistente com a importancia do HLA, Rebai e colaboradores (1994) verificaram a
auséncia de qualquer diferenca significativa na distribuicdo das familias VB no repertorio
T de gémeos monozigdticos (geneticamente idénticos). Considerando tal influéncia,
podemos entender o porqué de algumas diferencas encontradas no percentual de utilizacao
de algumas cadeias VB entre os individuos sadios, justificando muitas vezes o alto
intervalo interquartil (apéndice de resultados). Em adicéo, outro genes, assim como fatores
ambientais ou mesmo do local onde se vive podem contribuir para essas diferencgas.

O repertério TCRVp dos pacientes infectados pelo HIV-1 é bem descrito na
literatura e em geral perturbacdes importantes ja sdo detectadas durante a fase aguda da
infeccdo (Pantaleo et al. 1994, 1997a). A magnitude dessas perturbacdes no repertério V3
de células T CD8", em especial, esta relacionada a taxa de progressdo da doenca. Aqui, 0
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repertorio de seis pacientes infectados pelo HIV-1 também revelou algumas diferencas em
relacdo aos sadios, apesar do uso de TARV ha pelo menos um ano. Embora as familias
mais utilizadas pelos linfécitos T CD4" desses pacientes tenham permanecido as mesmas
ja observadas para os sadios, as reducdes significativas podem sugerir 0 quanto o
comprometimento imune com baixos niveis de T CD4" e ativagdo linfocitaria podem
contribuir para as perturbacdes encontradas. Entretanto, é importante destacar que apesar
dessas redugdes em relacdo ao grupo de sadios e da subutilizagdo de algumas outras
cadeias, ndo se notou a auséncia completa de nenhuma delas. Este fato é consistente com a
visdo atual de que a subutilizacdo de algumas familias Vf na infec¢édo pelo HIV-1 pode ser
causada pela exaustio/deplecdo de alguns clones de linfocitos T CD4" e T CD8", seja por
mecanismos direto ou indiretamente relacionado a replicacdo viral (Pantaleo et al. 1997b,
Westby et al. 1998). Esta ideia é diferente daquela inicial onde se acreditava que algumas
proteinas virais possuiam propriedades superantigénicas capazes de deletar clones com um
determinado VP (Hodara et al. 1993, Soudeyns et al. 1993).

Por outro lado, o repertério TCRVp dos pacientes infectados pelo HIV-1 utilizou
de modo mais significativo a cadeia VB3 nas células T CD8" em relacdo aos sadios. Esta
cadeia também se destacou no repertorio de T CD4" com mais de 5% de utilizagdo. Além
disso, VP12 também se destacou em T CD4" quando comparado aos sadios. Estudos
anteriores de nosso grupo também ja tinham observado que a cadeia VB3 era mais
utilizada pelas subpopulacgdes de células T apds 24 semanas de TARV em comparacao ao
periodo pré-TARV (Giacoia-Gripp et al. 2005), bem como VP12 se destacava em relagéo
ao grupo de sadios (Gioavannetti et al. 2003). Assim, embora uma normalizacdo completa
dos niveis de utilizacdo das cadeias VB também ndo tenha sido verificada nos casos de
HIV-1 aqui avaliados (Connors et al. 1997, Gorochov et al. 1998), eles se assemelharam,
em parte, com o que foi visto anteriormente em pacientes com longo tempo de TARV
(Giacoia-Gripp et a. 2005, Giovannetti et al. 2003).

Neste estudo, o perfil de distribuicdo das familias Vp ndo pbde ser definido para
os casos de HIV-1, pois os pacientes s6 foram avaliados em um GUnico momento, mas
adotando a terminologia “simile”, poderiamos dizer que os pacientes apresentaram perfis
oligo ou policlonais-simile nas duas subpopulacdes de linfécitos T, o que pode refletir o
longo tempo de TARV. De modo geral, os casos de HIV-1 em terapia tendem a apresentar
um perfil oligoclonal de distribuicdo do repertdrio, porém com mobilizacGes de segmentos
VP diferentes daqueles observados antes do tratamento, o que poderia sugerir 0
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aparecimento de linfécitos T com especificidades diferentes ou a simples expansdo de
clones ja existentes (Giovannetti et al. 2003, Giacoia-Gripp et al. 2005).

A natureza das subpopulagdes de linfécitos T quanto a utilizagdo do TCRV} tem
sido foco de estudo de outras doencas infecciosas ou ndo, como hepatite B (Moebius et al.
1990) e esclerose multipla (Kotzin et al. 1991). No entanto, a caracterizacdo do perfil de
distribuicdo das familias VB em individuos apenas com LV, ainda é desconhecida. Os
trabalhos ja descritos na literatura sobre este tema foram abordados em pacientes com LC
(Claréncio et al. 2006, Karinimia et al. 2007). No presente estudo, quatro casos de LV na
fase ativa e no pos-tratamento (cerca de até seis meses depois) foram avaliados, uma vez
que o aparecimento de alguma familia no repertério dos pacientes coinfectados poderia
refletir a participacdo de segmentos V[ mobilizados nos casos de LV, sem HIV-1.

De modo similar ao que ja foi descrito para os sadios e para 0s pacientes
infectados pelo HIV-1, algumas familias também sdo mais utilizadas em detrimento de
outras nos pacientes de LV em ambas as subpopulacées de linfocitos T. No entanto, alguns
membros Vf se destacaram na fase ativa da LV, ndo s6 em relagdo aos sadios, mas
também em relacdo a fase pds-tratamento, sugerindo que podem ocorrer perturbacoes
condizentes com a fase ativa da doenca, como a inducdo de uma resposta imune, ao lado,
da auséncia do tratamento. Além disso, o conhecido status de ativacdo policlonal do
sistema imune observado nesses pacientes de LV ativos (Goto & Prianti. 2009) também
pode contribuir para a expansao de varias familias V nesse momento clinico, explicando
as inumeras diferencas encontradas em relacdo aos sadios. De fato, o Unico trabalho
descrito até 0 momento avaliando o repertério TCRVp frente & infecgdo por L. infantum
foi conduzido in vitro estimulando CMSP de individuos sadios com antigenos de
membrana desse parasito. Neste estudo, a presenca de varios rearranjos V3 e de diferentes
comprimentos da regido CDR3 do segmento Vf frente ao antigeno foi compativel com
uma acao antigénica policlonal (Sassi et al. 2005). Além da prépria LV, a influéncia dos
genes do HLA também nédo pode ser descartada (Alkolkar et al. 1993).

Consistente com um retorno da homeostase imune apds o controle do patégeno
(documento 4) parece ocorrer um “esfriamento” da resposta imune com reducdes NOS
percentuais de utilizacdo de praticamente todas as familias VB apds a terapia anti-
Leishmania. De fato, apenas duas familias (VB2 e VP18 em T CD4" e VP8 e VR18 em T
CD8") foram significativamente mais utilizadas ap6s a terapia especifica quando
comparadas aos sadios, sugerindo uma tendéncia a normalizagdo das perturbagdes

155



verificadas na fase ativa da doenca. Esses dados também podem sugerir que o tempo pds-
tratamento pode nao ter sido suficiente para a completa normalizacdo do repertdrio ou
apontar para uma importante participacdo dessas cadeias na manutencdo da condicdo de
remissdo clinica desses pacientes, ainda que os clones que as utilizem apresentem
especificidades antigénicas diferentes. Avaliacdes posteriores com um numero maior de
individuos ajudardo a definir a dinamica de utilizacdo desses segmentos V3 na fase ativa
da LV anterior ao tratamento especifico, assim como na remissdo clinica da LV.

De maneira interessante, a andlise transversal do repertério TCRVp nos pacientes
coinfectados revelou que as familias mais utilizadas pelos linfocitos T CD4" refletiam
exatamente o repertorio dos pacientes monoinfectados com HIV-1 ou LV, independente da
fase clinica (ativo ou p6s-tratamento) e, portanto sem diferencas entre os grupos. O mesmo
ocorreu para os segmentos VB utilizados por menos de 1% das células T CD4". Em
concordancia com os resultados para os pacientes de HIV-1 e com os dados da literatura,
todas as 24 familias Vp investigadas participaram na formacao do repertério do TCR dos
pacientes coinfectados, independente do fato das contagens de T CD4" serem mais baixas
na coinfeccdo LV/HIV-1.

No que se refere ao repertorio utilizado pelos linfécitos T CD8", as perturbagdes
foram maiores ndo sé por nao refletirem as utilizacbes descritas nas monoinfec¢fes, mas
também porque apenas o V14 foi utilizado por mais de 5% dessas células na fase ativa da
LV, familia esta que ndo se destacou nos casos de HIV-1, nem nos de LV aqui estudados.
No entanto, altos percentuais de utilizacdo dessa cadeia ja foram descritos em casos de
HIV-1 apds 36 meses de TARV (Gioavannetti et al. 2003). Assim, VB14 ndo se constituiu
em uma mobilizagdo diferencial do repertério T CD8" frente a coinfeccdo e reduziu
significativamente no poés-tratamento da LV. As demais familias foram utilizadas por
menos de 5% dos linfocitos T CD8" e pouco diferiram em relacdo a fase pds-tratamento.

E importante destacar que dentre os 13 pacientes coinfectados ativos, oito ja se
encontravam sob TARV ha pelo menos seis meses, enquanto que todos 0s pacientes
avaliados no pos-tratamento (n=12) ja tinham iniciado a terapia. Além disso, estes ultimos
também ja tinham finalizado o tratamento especifico para a LV com anfotericina B e iriam
iniciar a profilaxia secundaria na visita seguinte ao ambulatorio. Dessa maneira, podemos
dizer que as poucas diferencas encontradas entre esses dois momentos clinicos, que se
limitaram a quatro cadeias em T CD4" (reducdes) e trés em T CD8" (duas redugbes e uma
expansdo), pode ser devido ao fato da avaliacdo ter sido feita logo apés a finalizagdo do
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tratamento, mas também é compativel com a manutencio dos baixos niveis de T CD4",
ativacdo crbnica do sistema imune e imunosenescéncia no pos-tratamento. Outra
possibilidade pode ser que a terapia anti-Leishmania ndo modifique significativamente a
dindmica de utilizacdo das cadeias VP pelos linfocitos T nos pacientes coinfectados
tratados. Tal fato diferiu do observado para os casos de LV sem HIV-1, que tenderam a
normalizacdo em direcdo ao perfil apresentado pelos individuos sadios.

Quando todos os grupos foram avaliados conjuntamente, as perturbagdes no
repertorio dos linfocitos T CD4" e TCD8" dos pacientes coinfectados em relagdo aos
monoinfectados ficaram mais evidentes, uma vez que algumas familias se mostraram
significativamente diferentes. Ainda assim, nenhuma familia se destacou de modo
diferencial na coinfeccdo, ja que as diferencas significativas encontradas entre 0os grupos
refletiam as maiores ou menores utilizacbes daquelas cadeias nas monoinfeccdes
isoladamente. Esse foi o caso, por exemplo, do VB13.2 que foi mais utilizado no repertdrio
T CD4" pelos pacientes coinfectados em relacio aos casos de HIV-1, coerente com o fato
de essa familia ter sido mais utilizada na LV. As familias VB7.1 e V17 foram menos
utilizadas pelos pacientes coinfectados ativos em ambas as subpopula¢des de linfdcitos T
em relacdo aos casos de LV apenas, também coerente com o fato de serem menos
utilizadas na infeccdo pelo HIV-1. Absolutamente consistente com um repertério em T
CD8" mais alterado, sete familias apresentaram percentuais de utilizagdo mais baixos nos
pacientes LV/HIV-1ativos em relacdo ao apresentado pelos casos de LV, sem HIV-1, na
mesma fase clinica. Em relacdo aos casos de HIV-1, duas familias diferiram, entre elas, o
VB3, que parece participar da resposta imune frente a infecgdo pelo HIV-1 ap6s a TARV
(Giacoia-Gripp et al. 2005).

Mesmo sabendo que a introducdo da TARV em individuos infectados pelo HIV-1,
0 mais cedo possivel, poderia evitar maiores perturbagoes no repertorio TCRVf e, portanto
contribuir para a normalizacdo do repertorio, tais alteracbes ainda foram vistas nos
pacientes coinfectados. Isso pode estar de acordo com o fato de que pacientes
concomitantemente infectados pelo HIV-1 e por L. infantum apresentarem importantes
consequéncias resultantes dessa associacdo, as quais ndo se modificam apesar da TARV,
como as baixas contagens de linfocitos T CD4" e a intensa ativagdo celular (altos niveis de
LPS plasmatico e citocinas pro-inflamatdrias). Assim as maiores perturbacdes em T CD8"

poderiam estar refletindo o status comprometido e ativado do sistema imune, dos pacientes
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LV/HIV-1 (documento 1 e 4), o qual culmina num processo de senescéncia replicativa e
exaustdo clonal (Appay et al. 2008).

O acompanhamento individual permitiu verificar de modo mais claro as
perturbacdes que ocorrem no repertério VB desses pacientes coinfectados ao longo da
evolucdo clinica da LV. Neste presente estudo, sete pacientes incluidos no grupo de
coinfectados ativos foram acompanhados até a fase logo apds o tratamento. No entanto,
como até o momento apenas cinco deles alcancaram longo tempo pOs-terapia anti-
Leishmania, a analise se baseou nesses casos. Dentre estes cinco pacientes, trés deles se
encontram em remissao clinica com oito meses pés-término do tratamento (Pt1, Pt2 e Pt3)
e dois reativaram a LV cerca de seis meses depois da finalizacdo da terapia especifica (Pt4
e Pt5). Todos eles se encontravam em profilaxia secundaria com anfotericina B nos
momentos analisados. A excecao foi Ptl, cuja profilaxia foi retirada no Gltimo momento de
avaliacdo devido ao aumento das contagens de T CD4" para niveis acima de 350
células/mm?>.

Além das perturbagdes ocorridas no repertorio V, a influéncia do tratamento para
Leishmania e da TARV também puderam ser analisadas. Esse foi o caso de Ptl, cuja
TARYV foi iniciada com o tratamento anti-Leishmania. Este paciente apresentou inimeras
alteraces (expansfes e reducbes) nas cadeias utilizadas em ambas as subpopulacbes de
linfocitos T apds o inicio das duas terapias especificas. No entanto, seu perfil de
distribuicdo do repertério V3 ndo se modificou e permaneceu monoclonal na remisséo
clinica, com manutencdo das familias VP5.1 em T CD4" e VB3 em TCDS8'. Esses
resultados diferiram daqueles anteriores nos quais as mobilizacdes do tipo monoclonais
durante a fase aguda do HIV-1 eram associadas a uma progressao mais rapida da doenca,
devido as maiores perdas de células T CD4" e maiores niveis de carga viral plasmatica na
fase crénica (Pantaleo et al. 1994, 1997a). Na verdade, aqui a manutencdo do perfil
monoclonal dominante mesmo ap0s oito meses de tratamento em Pt1 ocorreu ao lado da
queda dos niveis de carga viral plasmatica para valores indetectaveis, bem como de um
incremento de quatro vezes nas contagens de linfocitos T CD4". Isso nos sugere que
mesmo com boa resposta & TARV e ao tratamento anti-Leishmania, o repertorio V[ ainda
pode apresentar perturbacdes. Esses resultados estdo consistentes com estudos anteriores
que também mostraram restauracGes varidveis do repertdrio e independentes dos
parametros viroldgicos e imunologicos (Gorochov et al. 1998, Connors et al. 1997,
Gioavannetti et al. 2003, Malhotra et al. 2006). Entretanto, € importante notar que o tempo
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de TARV pode ndo ter sido o suficiente para que as mudancas detectadas no repertério
levassem a uma mudanca de perfil na remissdo clinica, no sentido de familias utilizadas ja
que a diversidade clonal ndo foi avaliada nesse estudo.

Por outro lado, Pt2 e Pt3 que ja estavam sob TARV no momento do episodio
ativo de LV apresentaram poucas alteracbes em determinadas familias, com um perfil
policlonal em T CD4" na remissdo clinica. Em relagdo ao repertdrio utilizado pelos
linfocitos T CD8" verificou-se que apesar das pequenas perturbacdes ao longo do
acompanhamento clinico, o perfil monoclonal anteriormente dominante (V3 em Pt2 e
VB8 em Pt3) passou a ser oligoclonal com a mobilizacdo de mais uma familia Vf (Vp13.2
em Pt2 e VB1 em Pt3). O aparecimento de novos VB pode sugerir que outros antigenos
estdo sendo foco dessas células, ap6s o controle da carga viral e parasitaria. O pequeno
aumento nas contagens de linfocitos T CD4" em Pt2 e Pt3 ao longo dos momentos
avaliados podem ter contribuido, em parte, para o aparecimento de um perfil policlonal em
T CD4" e oligoclonal em T CD8" e para a manutenco da condicdo de remissdo clinica.
Entretanto, € importante destacar que a natureza dos clones que apresentaram essas
familias ndo foi avaliada e, portanto ndo sabemos se tal fenbmeno € decorrente da
proliferacdo de células pré-existentes ou da presenca de novas células T CD4" na periferia.

A reducdo da oligoclonalidade e o0 aumento da diversidade com perfis policlonais
ja foram observados em pacientes infectados pelo HIV-1 com boa resposta a TARV
(Soudeyns et al. 2000, Romiti et al. 2001). No entanto, quando as novas familias
expandidas ap6s 36 meses de TARV foram analisadas para o comprimento da regido
CDR3 e pelo sequenciamento dos nucleotideos, verificou-se uma natureza oligoclonal da
resposta, sugerindo uma incompleta normalizacdo do repertério VP, apesar do aparente
aumento da diversidade (Giovannetti et al. 2003).

Da mesma maneira como ocorreu com o percentual de células senescentes que
ndo diferiu entre os pacientes que reativaram e aqueles que se mantiveram em remissao
clinica, o perfil policlonal também foi observado no momento do retorno dos sinais e
sintomas do episédio ativo de LV, sugerindo que a presenca de um perfil policlonal ndo
esta necessariamente associada & manutencdo da remissdo clinica e menor progressdo da
doenca (Pantaleo et al. 1994, 1997a). Além disso, a reativagdo ocorreu independentemente
das contagens de linfécitos T CD4" (59 células/mm?® em Pt4 e 279 células/mm? em Pt5) e
da carga viral plasmatica (394.000 copias/mL em Pt4 e indetectavel em Pt5), conforme
observado anteriormente (Casado et al. 2001, Alexandrino-de-Oliveira et al. 2010). A
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posterior quantificacdo da carga parasitaria no sangue periférico nos esclarecera se 0
parasito também pode ter contribuido para a reativacéo da doenca nesses dois pacientes.

Outro fato importante corroborou para este pensamento de que a policlonalidade
ndo evita a reativacdo. Pt4 e Pt5 ja apresentavam perfis poli e oligoclonais em T CD8"
respectivamente, em suas fases ativas da LV, da mesma maneira que Pt2 e Pt3 nas duas
subpopulacdes de linfocitos T durante a remissdo clinica da LV e ainda assim, as
reativagBes ocorreram. E possivel que o perfil policlonal do TCRVp observado nesses
pacientes coinfectados avaliados prospectivamente seja consequéncia dos altos niveis de
ativacdo celular verificados nesses pacientes de co-nfeccdo LV/HIV-1 (documento 1),
assim como, do aumento da ativacdo no momento da reativacdo da doenca (documento 2).
Isso resultaria numa dindmica continua de proliferagdo, senescéncia e morte de linfocitos
que carregam diferentes cadeias VB, contribuindo para a auséncia de um direcionamento
da resposta. A reconstituicdo imunoldgica ineficiente e os niveis continuamente altos de
células senescentes em T CD8" nesses pacientes podem contribuir para tal hipotese.

Apesar dos diferentes desfechos clinicos, as familias VB que dominaram o
repertdrio desses cinco pacientes refletiram, conforme verificado no estudo transversal, as
cadeias mais utilizadas pelos casos de mono-nfec¢do com HIV-1 ou LV. Esse foi o caso de
VB1 e VB13.2 que se destacaram nos casos de LV e VB3 e VB8 nos pacientes de HIV-1, os
quais definiram o perfil oligoclonal em T CD8" em Pt2 e Pt3 na remiss&o clinica da LV. E
interessante destacar que nos pacientes que apresentaram um episddio de reativacdo os
percentuais de utilizagdo de VB3 foram muito baixos, ao longo dos trés momentos
avaliados, especialmente em Pt4, reforcando a possibilidade da mobilizacdo dessa familia
ser importante na infecgdo pelo HIV-1. Dessa maneira, 0 acompanhamento individual em
conformidade ao que ja tinha sido observado na avaliagdo transversal ndo mostrou a
expressao diferencial de nenhuma familia frente a condicéo de coinfeccdo LV/HIV-1.

A principio, a visdo otimista de que as poucas alteragdes no repertorio V[ ao
longo da evolugdo clinica dos pacientes coinfectados, com o aparecimento de novas
familias (oligoclonal) ou mesmo a participacdo de todas (policlonal), num ambiente de
carga viral plasmatica indetectavel e pequenos aumentos nas contagens de células T CD4"
(Pt2 e Pt3) ndo se concretizou (Cossarizza et al. 2004). Afinal, tais perfis também foram
observados durante a reativagdo da LV. Assim, o perfil de distribuigdo V[ observado nos
pacientes coinfectados deste estudo independe das contagens de linfocitos T CD4" e dos
niveis de carga viral plasmatica e, portanto, ndo pode ser associado a nenhum desfecho
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clinico em especial. Além disso, a presenca da TARV, bem como da profilaxia secundaria
em pacientes com perfis policlonais ndo impediram a reativacéo da LV.

A expressdo de um segmento Vo nesses linfocitos T, bem como, a diversidade da
regido CDR3 nédo foram avaliadas nesse estudo e, portanto s6 a andlise do repertorio V3
por citometria de fluxo ndo nos permite saber se um perfil oligo/policlonal esta associado
ou ndo a uma maior diversidade dos linfécitos T, com a presenca de diferentes clones que
reconhecem diferentes alvos dos antigenos em questdo. Assim, as diferencas entre um
perfil monoclonal apds longo tempo de remissédo clinica e um perfil policlonal associado a
reativacdo da doenca sé serdo entendidas mediante a analise da qualidade da resposta
imune envolvida e, portanto, da natureza dos clones mobilizados.

O repertoério VB também foi avaliado in vitro apds o estimulo com antigenos de L.
infantum (Li) e da proteina p24 do HIV-1, no intuito de investigar se as células desses
pacientes seriam capazes de responder aos estimulos e se isso ocorresse, quais seriam 0s
VB diferencialmente mobilizados. Resultados preliminares de apenas trés pacientes
apontaram que a grande maioria dos segmentos Vf3 foi igualmente expressa na presenca ou
auséncia dos estimulos, principalmente na populacéo de linfocitos T CD8", onde no total,
seis familias se expandiram e outras seis reduziram frente ao po¢o ndo estimulado (BG)
nos trés pacientes. Esses resultados podem refletir os niveis elevados de células
senescentes nessa subpopulacdo, cuja capacidade proliferativa estd comprometida.
Embora, os niveis de apoptose ndo foram avaliados nesse estudo, acreditamos que as
reducdes observadas em relacdo ao BG podem ser consequéncia da estimulacédo antigénica
crénica, bem como dos niveis altos de ativacdo celular que deixam as células mais
suscetiveis a morte. Na populagdo de linfécitos T CD4", oito segmentos VB foram
mobilizados no total frente aos estimulos, enquanto apenas dois tiveram sua utilizacdo
reduzida quando comparado ao BG. As poucas expansdes indicam que algumas células
ainda sdo capazes de proliferar e provavelmente sdo CD57" (Palmer et al. 2005).

E importante mencionar que apesar dos resultados serem provenientes de apenas
trés individuos acompanhados prospectivamente, os segmentos VB envolvidos no
repertdrio in vitro foram os mesmos cuja mobilizacdo ja tinha sido observada no repertério
dos linfdcitos T circulantes, seja na avaliacdo transversal ou na individual. Além disso, ndo
foi observada a expanséo de uma unica familia em comum nos trés pacientes na mesma
subpopulacao de linfocitos T. Entretanto, V5.1 se destacou em Ptl e Pt12 frente a0 Ag-Li
no repertorio de T CD4" antes e apds o tratamento e no grupo de individuos sadios. Apesar
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dessa expansdo em comum, 0s percentuais de utilizacdo ndo foram significativamente
diferentes entre esses dois grupos. O segmento VB13.2 em T CD4" cuja mobilizacio
também foi observada ex vivo nos pacientes monoinfectados para LV na fase ativa e
posteriormente, nos coinfectados ativos também se expandiu in vitro em Pt3 e Pt12. A
auséncia de expansdo de VP13.2 nos sadios aponta para a possibilidade desta familia
participar da resposta imune frente a esse parasito. Os experimentos in vitro com CMSP de
pacientes monoinfectados com LV ja estdo em curso e poderdo esclarecer a importancia
desta familia frente & L.infantum. Por fim, confirmando dados anteriores da andlise do
repertorio dos linfocitos T CD8" circulantes, o percentual de células utilizando a cadeia
VB3 se expandiu frente ao p24 em Ptl e Pt12, mas ndo apresentou expansdo nas células
dos individuos sadios. Recentemente, a expansdo desse mesma familia in vitro frente ao
p24 no grupo de pacientes monoinfectados pelo HIV-1 sugere fortemente a participacao de
VB3 na resposta a este antigeno (dados ndo mostrados).

Dessa maneira, 0 notavel comprometimento imunologico desses pacientes
coinfectados na fase ativa da LV, a despeito da TARV e do tratamento para Leishmania,
pode ser implicado na dindmica de utilizagao das familias VB, onde algumas tenderam a se
expandir, a0 mesmo tempo, em que outras apresentaram percentuais reduzidos. A
predominancia do perfil policlonal para os dois antigenos apds o tratamento novamente
indicam uma auséncia do direcionamento de uma resposta, que pode ser Visto
positivamente por um lado, ou negativamente por outro, conforme discutido acima para 0s
cinco pacientes do acompanhamento prospectivo.

Em concluséo, o repertdrio de células T observado nos pacientes LV/HIV-1 esta
alterado e é resultante das consequéncias da patogénese do virus e do parasito, que
impdem intensa deplecdo de células T CD4", ineficiente reconstituicdo imunoldgica, niveis
potencializados de ativacdo celular, morte celular induzida por ativacdo, exaustdo clonal,
alteracdo no output timico ou mesmo expansdes de células pré-existentes dirigidas contra
0s peptideos apresentados.

O continuo output timico é a Unica maneira de se equilibrar esse processo
totalmente desregulado da homeostase imune mediante a intensa ativagdo celular,
diferenciacdo/senescéncia e exaustdo de clones respondendores e ndo-respondedores e
comprometimento do repertério VB. No entanto, os recursos imunes sao limitados e a
capacidade regenerativa a partir do pool de células progenitoras também pode sofrer
exaustdo com o tempo e a idade, sendo ainda mais exacerbada em individuos
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concomitantemente infectados pelo HIV-1. A capacidade de renovacdo das células T pelo
timo através da quantificacdo dos niveis de TRECS nas células T CD4" e T CD8"
periféricas poderd esclarecer se 0 maior grau de comprometimento imune na coinfecgédo
LV/HIV-1 est4 relacionado a um menor output timico, ja que a LV também compromete a
medula dssea. Aliado a isso, a posterior avaliacdo da resposta imune especifica esclarecera
as principais diferencas entre esses pacientes coinfectados ao longo da evolucéo clinica da
LV, no que se refere a capacidade deles alcancarem a remissdo clinica, ao contrario
daqueles que reativam a doenga. Por fim, poderemos inferir se os niveis de células TREC"

se correlacionam com as perturbac6es do repertério TCRV ex vivo e in vitro.

7. CONCLUSOES

v" A infeccdo por Leishmania é um importante cofator para o aumento do grau de
ativacdo do sistema imune em individuos concomitantemente infectados pelo HIV-

1, especialmente nagueles com a forma visceral da doenca (LV/HIV-1).

v' Os pacientes coinfectados LV/HIV-1 apresentaram diferencas relevantes em
relacdo aos pacientes com a forma tegumentar (LTA/HIV-1) e aos casos de HIV-1
apenas, principalmente no que se refere ao comprometimento imune e ao grau de
ativacdo celular, independentemente da carga viral plasmatica e do tratamento anti-
Leishmania. Tais diferencas podem ser devido as caracteristicas intrinsecas da LV

capazes de amplificar a imunossupressao/ativacdo conferida pelo HIV-1.

v’ Os altos niveis de LPS na LV se correlacionaram positivamente com a ativacdo de
células T, citocinas pré-inflamatérias e MIF, apontando que este produto
bacteriano ndo associado a infec¢cdo por Leishmania e, de provavel origem luminal,
deve contribuir para o prejuizo da funcdo imune efetora, exercendo um papel
importante da imunopatogénese da LV. Tal molécula também est4 associada aos

altos niveis ativacdo celular observados nos pacientes LV/HIV-1.

v" O LPS plasmatico ao lado das consequéncias imunopatogénicas da infeccdo por
Leishmania infantum foram cofatores importantes para a potencializagdo dos niveis
de ativacdo celular em pacientes LV/HIV-1. Tal fato ocorre provavelmente através

do incremento do status pro-inflamatério e ndo pelo aumento da carga parasitaria,
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uma vez que 0 numero de parasitos detectados no sangue diminuiu apos o

tratamento.

Os altos percentuais de linfécitos T circulantes senescentes/diferenciados
revelaram a ocorréncia do fendmeno da imunosenescéncia na coinfeccdo LV/HIV-
1. Apesar de ndo diferir dos casos de HIV-1, a permanéncia desses niveis de
senescéncia refletiu o intenso processo de ativacdo celular, o que pode agravar o

mecanismo imunopatdgenico de deple¢do de células T CD4".

Apesar das familias VP mais utilizadas pelos linfocitos T CD4" dos pacientes
coinfectados refletirem exatamente o que ocorreu na LV e no HIV-1
separadamente, o TCRVBP em T CD8" apresentou-se diferente e bastante
perturbado. Tal perfil alterado, com auséncia de uma familia V[ mobilizada
diferencialmente frente a coinfecgdo LV/HIV-1, pode estar diretamente relacionado
ao comprometimento imunoldgico e ao grau de ativacdo celular potencializado

nesta associacao.

O acompanhamento individual dos pacientes coinfectados mostrou que o desfecho
clinico da LV (remisséo clinica ou reativacao) ndo foi associado a presenca de um
determinado perfil de distribuicdo das familias VB (mono/oligo/policlonal). Além
disso, tais perfis foram independentes da contagem de linfocitos T CD4" e da carga

viral plasmética.

Os resultados dos estudos transversais estdo sendo reproduzidos nos pacientes
coinfectados acompanhados prospectivamente, 0s quais também mostraram que a
recuperacdo imune € ineficiente, apesar do controle da carga viral plasmatica e da
terapia anti-Leishmania e que a presenca de ambos ndo é capaz de evitar as
reativacbes. Além disso, a intensa imunossupressdao pode contribuir para a

disseminacdo da doenca e o aparecimento de lesdes cutaneas concomitantes.
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8. PERSPECTIVAS

Acreditamos que este trabalho tenha contribuido para conhecermos um pouco
mais sobre a dindmica de interacdo entre a infeccdo pelo HIV-1 e pela Leishmania infatum
in vivo e sobre as consequéncias diretas dessa interface no grau de comprometimento
imunoldgico dos pacientes acometidos. Além disso, também tentamos compreender
algumas questdes ainda bastante discutidas na literatura sobre a imunopatogénese da
leishmaniose visceral. No entanto, inUmeras perguntas ainda permanecem e experimentos
em andamento priorizando a casuistica de pacientes coinfectados recrutados e
acompanhados prospectivamente consistem em:

v Finalizar as analises de senescéncia replicativa e dos niveis de LPS plasmaticos ao
longo do acompanhamento clinico dos pacientes coinfectados, bem como, avaliar o
percentual de células T CD4" e T CD8" ativadas através da coexpressdo de CD38 e
HLA-DR. Tais resultados esclarecerdo o relacionamento entre esses trés
parametros e o papel dessas moléculas associadas a ativacdo no acompanhamento
de pacientes coinfectados com diferentes desfechos clinicos.

v' Avaliar se o0 uso de profilaxia secundaria influencia na supressdo da carga
parasitaria circulante e em uma diminuicdo da ativacdo celular e nas frequentes
reativacoes da LV.

v Avaliar a resposta imune especifica frente aos antigenos parasitarios e virais, no
intuito de entender os efeitos da persistente ativacdo do sistema imune e da
imunosenescéncia sobre a qualidade da resposta efetora, bem como, possiveis
diferencas funcionais entre a remissao clinica e a reativagdo da LV.

v Avaliar a capacidade de renovacdo de células T pelo timo (output timico) através
da quantificacio dos niveis de TRECS nas células T CD4" e T CD8" periféricas
desses pacientes para um maior esclarecimento sobre as principais diferencas entre
esses pacientes coinfectados ao longo da evolucdo clinica da LV, no que se refere a
reconstituicdo imunoldgica ineficiente, persisténcia do grau de senescéncia e

perturbagdes do repertério TCRV[ ex vivo e in vitro.
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Anexo 1
Artigo (publicado)

Titulo: HIV/AIDS-associated visceral leishmaniasis in patients from an endemic area in
Central-west Brazil.

Autores: Priscilla Alexandrino-de-Oliveira, Joanna R Santos-Oliveira, Maria Elizabeth
Dorval, Francisco das Chagas Brandao da Costa, Gracy Regina Pereira, Rivaldo Venancio
da Cunha, Ana Maria Paniago, Alda M Da-Cruz

Memo@rias do Instituto Oswaldo Cruz 2010; 105(5): 692-697.

RESUMO

Um aumento na morbidade associada a leishmaniose visceral (LV) em pacientes infetados
pelo virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 tem sido descrita na Africa e no
Mediterraneo. Apesar da alta endemicidade da LV e do HIV-1 no Brasil, esta associa¢do
ndo vem sendo muito investigada. Nosso objetivo foi avaliar as caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas dos casos de LV-HIV-1/AIDS da regido centro-oeste (Mato Grosso do
Sul-MS) do Brasil. Prontuarios médicos de 23 pacientes LV-HIV-1/AIDS foram revisados.
Os pacientes foram predominantemente do sexo masculino (87%) e 34,8% deles eram
usuarios de drogas intravenosas (IVDU). A leishmaniose foi a primeira infeccdo
oportunista em 60% dos pacientes infectados pelo HIV-1. A febre ocorreu em todos 0s
pacientes, entretanto a esplenomegalia e a hepatomegalia foram ausentes em 21,7% dos
casos. As contagens de linfocitos T CD4" foram abaixo de 200 células/mm3 em 80% dos
casos e as contagens ndo aumentaram ap6s a remissdo clinica, apesar da terapia
antiretroviral. A primeira droga de escolha para tratar os casos foi o antimonial, mas o
regime terapéutico foi alterado para anfotericina B em 12 dos 17 casos devido aos efeitos
colaterais. As recidivas foram relatadas em 56,5% dos pacientes. O uso de drogas
intravenosas pode constituir um importante fator de risco para a transmissdo de ambas as
doencas no MS. Os pacientes LV-HIV-1/AIDS do MS compartilham caracteristicas
clinicas similares aquelas de outras regides endémicas ao redor do mundo. Dessa maneira,
esses achados sdo importantes para melhorar a vigilancia dos pacientes coinfectados LV-
HIV-1/AIDS.
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HIV/AIDS-associated visceral leishmaniasis in patients
from an endemic area in Central-west Brazil

Priscilla Alexandrino-de-Oliveira'?, Joanna Reis Santos-Oliveira', Maria Elizabeth Cavalheiros Dorval®,
Francisco das Chagas Branddo Da-Costa*, Gracy Regina Oliveira Leite Pereira?,
Rivaldo Vendncio da Cunha®, Anamaria Mello Miranda Paniago’, Alda Maria Da-Cruz'/*

‘Laboratério Interdisciplinar de Pesquisas Médicas, Instituto Oswaldo Cruz-Fiocruz, Av. Brasil 4365, 21045-900 Rio de Janeiro, R), Brasil
*Hospital Universitario *Departamento de Patologia *Departamento de Clinica Médica, Universidade Federal do Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS, Brasil “Centro de Doengas Infecciosas e Parasitdrias, Prefeitura Municipal de Campo Grande, Campo Grande, MS, Brasil

An increase in morbidity associated with visceral leishmaniasis (VL) in human immunodeficiency virus (HIV)/
AIDS patients has been described in Africa and the Mediterranean. Despite the high endemicity of VL and HIV-1/
AIDS in Brazil, this association has not been thoroughly investigated. Our aim was to evaluate the epidemiologic
and clinical characteristics of VL-HIV-1/41IDS cases from Central-west [Mato Grosso do Sul (MS)] Brazil. Medical
records of 23 VL-HIV-1/4IDS patients were reviewed. Patients were predominantly adult males (87%) and 34.8% of
the patients were imtravenous drug users (IVDU). Leishimaniasis was the first opportunistic infection in 60% of the
HIV-1 patients. Fever occurred in all patients, although splenomegaly and hepatomegaly were absent in 21.7% of the
cases. CD4™ T-cell counts were below 200 cells/mm’ in 80% of the cases and the counts did not increase after clinical
remission despite antiretroviral therapy. The first dirug chosen to treat the cases was antimonial, but the therapeutic
regimen was altered to amphotericin B in 12 of 17 cases due to side effects. Relapses were reported in 56.5% of the
patients. IVDU mayv constitute an important risk factor for the transmission of both diseases in MS. VL-HIV-1/4IDS
patients in MS share similar clinical characteristics as those from other endemic regions worldwide. Thus, these
findings are critical for improving the surveillance of VL-HIV/AIDS patients.

Key words: HIV/AIDS - opportunistic infection - Brazil - visceral leishmaniasis - intravenous drug users - recurrence

New immunopathological aspects of visceral leish-
maniasis (VL), also known as kala-azar, associated
with human immunodeficiency virus (HIV) infection
have been reported. particularly for patients in Europe
and Africa where the disease has emerged as an impor-
tant opportunistic infection (Alvar et al. 1997, 2008,
Cruz et al. 2006, ter Horst et al. 2008). The diagnosis
of leishmaniasis. especially in co-infected individuals,
continues to challenge physicians because VL shares
similarities with other diseases included in the AIDS
surveillance case definition. such as histoplasmosis.
disseminated coccidioidomycosis or extrapulmonary
tuberculosis (MS 2004a).

The cellular immune response is considered the main
mechanism of defence against Leishmania sp. infection.
Depending on the immunological status of the host, in-
fection evolves either to spontaneous regression or to a
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progressive disease (Olivier et al. 2003). Although VL
is not considered an illness-defining case, HIV/AIDS
patients are at high risk for this co-infection (Alvar et
al. 1997, 2008). Compared to those who received no an-
tiretroviral therapy. patients treated with highly active
antiretroviral therapy (HAART) had a 59% reduction of
risk for developing the disease (del Giudice et al. 2002).
However. HAART did not prevent relapses in the HIV/
ATDS patients who developed VL (Laguna 2003).

In Brazil, the most important Leishmania species
causing VL is Leishmania (Leishmania) infantum cha-
gasi. The endemicity of VL in many Brazilian regions
is high, but few reports have addressed the clinical fea-
tures of HIV/AIDS-associated VL (Borges et al. 1999,
Orsini et al. 2002, Rabello et al. 2003, Daher et al. 2009).
Although the HIV/AIDS National Surveillance Program
has been considered a success, HIV is still spreading in
Brazil and reaching small cities: also. an urbanization of
human leishmaniasis has been observed, resulting in an
overlap of these two diseases (Rabello et al. 2003).

Much of the knowledge about HIVVAIDS-associated
VL comes mainly from European studies (Cacopardo et
al. 1996, del Giudice et al. 2002, Pasquau et al. 20035,
Marques et al. 2007). Brazil, however, is a country that
exhibits particular epidemiological features related to
Leishmania species, to vectors involved in ifection
transmission and to at-risk populations, which can in-
tluence clinical course and therapeutic response. In this
scenario. defining the clinical outcome of VL-HIV/AIDS
in different regions of Brazil is of critical importance.
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Tn the last decade, Mato Grosso do Sul (MS), in Cen-
tral-west Brazil. has emerged as an important endemic
area for VL because of the increasing number and sever-
ity of reported cases (Oliveira et al. 2006) of this disease.
Moreover. there is a high prevalence of AIDS in MS. In
the present study. the aim was to evaluate a series of VL-
HIV/AIDS cases from this region and to describe their
epidemiological and clinical characteristics.

PATIENTS, MATERIALS AND METHODS

Patients - We reviewed the medical records of 30
HIV-1/ATDS patients who were clinically suspected of
having VL between January 2000-December 2006. The
inclusion criteria included the detection of Leishmania
parasites in HIV-1 patients with clinical suspicion of VL.
Twenty-three of the 30 reviewed cases fulfilled these
criteria and were included in this descriptive study. The
following data were obtained by reviewing the clinical
charts of these patients: demographic information (sex.
age and geographical origin), category of HIV exposure,
year of VL and HIV-1/ATDS diagnoses. clinical signs
and symptoms. methods of parasitological diagnosis.
laboratory tests, leishmaniasis treatment, antiretroviral
therapy. T-cell counts, HIV plasma viral load and clini-
cal outcome.

Diagnosis criteria, clinical outcome and anti-leish-
manial therapy - According to the Brazilian Ministry of
Health. HIV/AIDS patients were those with both a posi-
tive enzyme immunoassay and western blot assay for
HIV and CD4" T-lymphocyte counts under 350 cells/mm?
(MS 2004b). VL diagnosis was determined by detect-
ing parasites in the bone marrow (promastigote forms of
Leishmania in Novy-MacNeal-Nicolle culture medium
or amastigotes visualized in Giemsa-stained smears of
cells obtained from a bone marrow aspirate). Fever was
defined as an axillary temperature greater than 37.8°C.
Leucopenia was defined as a leukocyte count of less
than 3.000 mm®. Anaemia was defined as haemoglobin
concentration of less than 10 g/dL. Thrombocytopenia
was defined as platelet counts of less than 120.000 mm?>.
Albumin/globulin ratio was considered inverted when it
was less than one.

Absolute counts of CD4* and CD8" T-lymphocytes
were determined using BD Tritest® monoclonal antibod-
ies specific for CD4, CD8 and CD3. conjugated to FITC,
PE and PerCP. respectively, and a BDTrue Count® re-
agent kit (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ. USA),
according to the manufacturer’s instructions. Samples
were acquired using a FACSCalibur® (BD. USA) and
analyzed by Multiset® software (BD. USA). HIV RNA
copies in the plasma (viral load) were quantified by the
nucleic acid sequence-based amplification technique
(NASBA® Organon Teknica, Boxtel. Holland) and the
lower limit of detection was 400 copies/mL.

Evidence for a favorable response to therapy (clinical
remission) was considered when the patient was afebrile
and when physical signs as well as laboratory abnor-
malities either subsided or significantly improved after
a complete course of treatment. Therapeutic failure was
considered when the patient had a persistence of clinical
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symptoms, laboratory records that remained unchanged
and death due to leishmaniasis or related complications.
Relapse of VL was defined as a new episode after suc-
cessful treatment, which was confirmed microbiologi-
cally by the detection of Leishmania amastigotes in the
bone marrow, irrespective of time of anti-leishmanial
treatment discontinuation.

Ethics - The study was approved by the Ethical Com-
mittee of the Universidade Federal do Mato Grosso do
Sul (register 897). Informed consent was obtained from
all patients.

RESULTS

The 23 participants in this study lived in MS and had
not recently travelled outside the state. The majority of
patients came from urban areas (17 cases from the MS
capital. Campo Grande. and 2 cases from Corumbad).
The median age was 37 years (range 21-56 years). 20
patients (87%) were male and eight (34.8%) had intra-
venous drug use as their HIV transmission category. In
10 cases (43%), VL and HIV were diagnosed at the same
time. Five cases had a VL diagnosis between 1-5 years
after HIV diagnosis. while eight presented with VL five
or more years after HIV diagnosis. Viscerotropic Leis/-
mania was the first opportunistic infection in 14 cases
(60.1%). Fever occurred in all the patients. while spleno-
megaly and hepatomegaly were absent in 21.7% of the
cases. Only 39.1% lost over 10 kg of body weight. In the
23 cases from which parasites were isolated by culture,
20 (87%) had amastigotes directly visualized in the cells
of the bone marrow smears (Table I). Different degrees
of anaemia, leucopoenia. thrombocytopenia and ab-
normal serum levels of albumin and globulin were also
noted (Table I).

The CD4* T-cell counts were very low (median 44.5
cells/mm?, range 5-460 cells/mm’. n = 20) and most pa-
tients (80%) were in an advanced immunosuppressive
state (less than 200 cells/mm?). Only eight (34.8%) out
of 23 patients were receiving HAART (2 nucleoside re-
verse transcriptase inhibitors and 1 non-nucleoside re-
verse transcriptase inhibitors or 1 protease inhibitor) at
the time of VL diagnosis. Despite HAART, plasma HIV
viral load was high. over log three copies/mL in 87.5%
of the patients. whereas only one out of eight cases pre-
sented with a suppressed plasma HIV viral load during
the VL episode (Table I).

Meglumine antimonial (20 mg/kg/day for 30 days)
was the first-choice drug for 17 patients and 12 of them
had the therapeutic regimen altered to amphotericin B.
Side effects led to a change in the therapeutic regimen
in these 12 patients, especially those who had amylase
levels higher than 123 UL/mL (7 cases). Four cases were
treated only with amphothericin B (0.7-1 mg/kg accumu-
lated dose during 28 days). Two patients did not receive
anti-leishmanial treatment. One or two relapses were
found for 13 out of 23 patients. However, 10 patients
(43.5%) did not relapse up to one vear after discontinuing
anti-leishmanial therapy. Two patients died: one due to
leishmaniasis a few hours after diagnosis and the other
one due to an unrelated cause.
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TABLEI

Epidemiological. clinical and laboratorial findings of 23 patients with visceral leishmaniasis associated
with ATIDS in Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil 2000-2006

Epidemiological. clinical and laboratorial characteristics Frequency®/n %
Gender
Male 20/23 87
Female 3/23 13
Age in years
20-40 16/23 69.6
41-60 7/23 304
Transmission category
Intravenous drug user 8/23 34.8
Sexual 21/23 91.3
Clinical features
Fever 23/23 100
Splenomegaly 18/23 78.3
Hepatomegaly 18/23 78.3
Weight loss > 10 Kg 9/23 391
Laboratorial tests
Hemoglobin < 10 g/dL 16/20 80
>10 g/dL 4/20 20
Leucocytes > 3.000/mm? 6/20 30
< 3.000/mm? 1420 70
Platelets > 120,000/mm? 9/20 45
<120.000/mm? 1120 55
Albumin/globulin ratio - normal (> 1) 2/18 111
- abnormal (< 1) 16/18 89.9
Parasites - bone marrow cells smears
Giemsa stained smears - direct exam 20023 87
Culture in Novy-MacNeal-Nicolle medinm 2323 100
Immunological status
T CD4" cells count > 200/mm’ 4/20 20
< 200/mm? 16/20 80
Plasma viral load > log 3 HIV RNA copies/mL 18/20 94.7
< log 3 HIV RNA copies/mL 1/20 53

a: number of patients with positive results; HIV: human immunodeficiency virus; n: number of patients evaluated.

Six patients were evaluated two different times (active
disease and clinical remission) (Table II). VL and HIV
were diagnosed at the same time in three out of six pa-
tients and, because of this, only three were on HAART
at the moment of CD4" T-cell count and HIV viral load
evaluation. However. in the clinical remission phase of
VL. all of these patients had already finished the anti-
Leishmania therapy and were receiving HAART. Despite
the antiretroviral therapy. no significant increase in CD4*
T-cells was found during clinical remission and the CD4*
T-cell count remained under 200 cells/mm?® (Figure) and
at the same level as during active VL disease. The viral

load levels for all these patients decreased significantly.
but two of them still presented high HIV RNA copies
(log 5). We also observed one relapse episode in four out
of six patients and one patient experienced two episodes.
Two co-infected patients presented with herpes zoster
concomitant to anti-leishmanial therapy.

DISCUSSION

The development of the HIV/AIDS pandemic has
modified the spectrum of leishmaniasis in the last
20 years in both clinical and epidemiological fields (Cruz
et al. 2006, Alvar et al. 2008). The reported prevalence
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TABLEII

Laboratorial parameters for human immunodeficiency virus (HIV) infection evaluation in
visceral leishmaniasis (VL) associated HIV infection patients

HIV viral load levels
Absolute counts of CD4* T cells (mm”®) (log)

Patients

number Active phase Remission phase Active phase Remission phase
1 46 59 4.8 37

2° 19 33 NR 5.5

3 102 129 4.5 2.5

4 44 61 44 22

5 18 45 6.1 5.3

6° 75 187 NR 1.8

a: patients whose VL and HIV were diagnosed concomitantly; NR: not realized.
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CD4™ and CDE™ T lymphocyte counts of visceral leishmaniasis (VL) hu-
man immunodeficiency virus (HIV)/AIDS-associated patients suffer-
ing from active VL disease (m) and during clinical remission (A).

of HIV/AIDS-associated leishmaniasis has increased in
Brazil (Rabello et al. 2003). The epidemiological char-
acteristics of Leishmania and HIV co-infection can dif-
fer from one endemic region to another due to parasite

strain. vector behavior or socio-environmental condi-
tions of the exposed hosts. Here we described the main
clinical and laboratorial features of parasitological con-
firmed cases of VL associated HIV/AIDS patients from
endemic areas of L. infantum chagasi located in the
Central-west region of Brazil.

The high incidence of VL in adult males may reflect
the HIV infection patterns in Brazil (Rabello et al. 2003)
and is similar to that found in patients from the Mediter-
ranean basin (Cruz et al. 2006, Alvar et al. 2008). Addi-
tionally. some experimental models suggest that females
might be less inclined to develop clinical symptoms of
VL (Evans et al. 1992). The prevalence of intravenous
drug users (IVDU) (34.8%) among the patients studied
here was higher than that reported for other Brazilian
endemic regions (Rabello et al. 2003). In Europe. it is
known that people sharing needles are the main risk
group for co-infection (Desjeux & Alvar 2003). yet
IVDU accounts for only 6% of the HIV patients in MS.
The increased occurrence of IVDU led to the idea that
the anthroponotic cycle (Cruz et al. 2006) could play a
relevant role in the transmission of both infections in this
region. Investigating this causal relationship has great
importance for defining prevention strategies. taking
into consideration the transmission patterns in a Brazil-
ian endemic area.

VL was the first opportunistic infection in 60.1% of
the HIV/AIDS cases evaluated in the present study: in
43% of the cases, both diseases were diagnosed concom-
itantly. However, a relevant number of patients (8 cases)
presented VL only years after HIV diagnosis, which can
reflect the relatively recent introduction of VL in MS
(Oliveira et al. 2006, Brustoloni et al. 2007). Patients
had low levels of CD4* T-cells and most of them main-
tained detectable plasmatic HIV viral load even under
HAART. These findings suggested that both infections
would contribute to impair the effector immune function
and consequently the ability to suppress the viral load.
Ovwerall, these data reinforced the idea that HIV/AIDS
can be a predisposing condition for VL (Cacopardo et
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al. 1996, Wolday et al. 1999, Barreto-de-Souza et al
2006. Alvar et al. 2008) and the hypothesis that VL can
be a predisposing condition for HIV/AIDS progression
should also be considered. Therefore. improving the epi-
demiological surveillance of HIV infection among VL
patients may lead to a precocious diagnosis before the
onset of severe immunodeficiency.

Note that the main clinical manifestations reported
in our study (fever, hepatoesplenomegaly and weight
loss) were similar to those observed for VL in non-HIV
infected patients and for the Mediterranean VL-HIV/
ATDS cases. Fever occurred in all cases in the series de-
scribed here and was described in 67% of the patients in
a study from the Brazilian Northeast Region (Daher et
al. 2009) and in 75% of European co-infected patients
in another study (Cruz et al. 2006). Enlargement of the
liver and especially the spleen seems to be less frequent
in VL-HIV/AIDS patients than in VL patients without
AIDS (Pintado et al. 2001) and this enlargement may
be associated with a deficient proliferative response of
mononuclear cells in these organs (Peters et al. 1990).
Atypical manifestations at unusual anatomic sites such
as skin, gastrointestinal tract or lungs (Orsini et al. 2002,
Herrejon et al. 2005) were not observed in this study.

Identifying VL cases in AIDS patients can be dif-
ficult because some drugs used to treat opportunistic
infections or even HIV itself may be leishmanicidal and
can affect the performance of parasitological methods
(Savoia et al. 2005). Despite having clinical evidence of
VL. seven patients were excluded from this study and
only 23 parasitological confirmed cases were included.
Even in patients known to be infected. as demonstrated
by isolating parasites by culture, the direct examina-
tion of bone marrow smears failed to confirm the infec-
tion in three patients. This discrepancy indicates that a
gold-standard method for VL diagnosis may not detect
all cases of leishmaniasis, particularly disease in HIV/
ATDS patients.

Developing a more effective therapeutic scheme for
VL-HIV/AIDS patients and enhancing the benefits of
secondary prophylaxis drugs to prevent relapses remain
a challenge for researchers (Laguna 2003, Rosenthal &
Marty 2003, Alvar et al. 2008). In this study. pentavalent
antimony and amphotericin B deoxycholate were the
drugs of choice and were prescribed according to Brazil-
ian guidelines. The efficacy of the therapeutic approach
could not be ascertained. although the lethality among
the patients studied was low in comparison to that in oth-
er reports (Bourgeois et al. 2008, ter Horst et al. 2008).
Antimonial toxicity is increased in HIV patients and
pancreatitis, renal failure and myocarditis were the most
commonly reported adverse effects. The antimonial was
efficacious for five patients, but the drug was discon-
tinued in 12 cases due to therapeutic failure (5 cases) or
precocious increase in amylase levels (7 cases). Since
the risk factors for predicting side effects are unknown,
we cannot rule out that the approach was a precocious
discontinuation of the antimonial. Here amphotericin
B deoxycholate seemed to be more efficacious than the
pentavalent antimony, although clinical trials failed to
show differences in cure rates of VL in HIV-infected pa-
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tients (Laguna 2003). Other drugs such as amphotericin
B in lipid formulation may be promising (Berman 1999,
Sundar et al. 2006. Alvar et al. 2008).

A patient’s severely immunocompromized state may
account for the tissue parasite maintenance and predis-
position to frequent relapses observed in VL-associated
HIV/AIDS-patients (ter Horst et al. 2008). VL patients
without associated conditions tended to regain tissue
lymphopoietic functions soon after anti-leishmanial
therapy (Carvalho et al. 1994). Conversely. in our study.
in spite of HAART and satisfactory anti-leishmanial
therapy. no significant increase in CD4" T-cells was ob-
served in VL-HIV/AIDS patients even during clinical re-
mission. Baseline CD4" T-cells under 100 cells/mm® and
poor CD4™ T count recovery despite HAART were con-
sidered risk factors for relapse and death in co-infected
patients in Ethiopia (ter Horst et al. 2008). Thus, the high
rate of relapses could be associated with the inability to
control parasite replication due to impaired reconstitu-
tion of the Leishmania-specific lymphocyte repertoire.
These features could provide a rational for introducing
secondary prophylaxis (Bourgeois et al. 2008).

According to our findings. AIDS-associated VL
patients from urban areas of MS seem to share clini-
cal aspects with those from European endemic regions.
suggesting that the parasite species circulating in these
regions do not influence the clinical course of the dis-
ease. The prevalence of IVDU among co-infected pa-
tients in MS indicates that this route of transmission can
have a relevant epidemiological impact on both diseases.
Therefore, our results call for further ATDS-associated
VL epidemiological research targeting the history of ex-
posure in endemic areas with different epidemiological
characteristics. Focusing on these specific factors will
improve the surveillance of VL-HIV/AIDS patients.
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RESUMO

Introducdo: Agora é evidente que a melhora imunoldgica associada a TARV
frequentemente resulta em uma variedade de manifestacGes clinicas novas, coletivamente
denominadas como sindrome inflamatdria da reconstituicdo imune ou IRIS. Este fenémeno
ja foi descrito em casos de coinfec¢do do HIV-1 com o Mycobacterium leprae, a maioria
deles pertencendo ao espectro tuberculoide da hanseniase, conforme observado na
chamada reacdo reversa (RR). Entretanto, os eventos relacionados a patogénese dessa
associacao precisam ser esclarecidos. Este estudo investigou o perfil imunol6gico dos
pacientes HIV/hanseniase, com atencdo especial para o status de ativacdo celular, para
melhor entender os mecanismos relacionados a imunopatogénese da IRIS/RR,
identificando algum potencial biomarcados para tal intercorréncia. Métodos/Principais
resultados: Oitenta e cinco pacientes foram avaliados neste estudo: HIV/hanseniase e
monoinfectados para HIV, agrupados de acordo coma carga viral, pacientes com
hanseniase sem HIV e controles sadios. Os fenotipos foram avaliados por citometria de
fluxo para as subpopulacbes de linfocitos T e para 0s marcadores de
diferenciacdo/ativacdo. Como esperado, as contagens absolutas de células T CD4" e T
CD8" dos individuos infectados pelo HIV diferiu daquelas observadas para os pacientes de
hanseniase e controles. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos, seja
na expressao dos fendtipos de diferenciacdo ou no de ativacao celular, como refletido pela
expressdao de CD38 e HLA-DR. Seis pacientes HIV/hanseniase identificados como
IRIS/RR foram analisados durante os episodios de IRIS/RR e apds o tratamento com
prednisona. Estes pacientes apresentaram niveis elevados de ativacdo celular no que se
refere & expressdo de CD38 em células T CD8" durante a IRIS/RR (mediana: 77,15%),
diminuindo significativamente (p<0,05) apos os momentos de IRIS/RR (mediana: 29,7%).
Além disso, um aumento na ativacdo celular parece ocorrer anteriormente ao episodio de
IRIS/RR. Conclusdo: Esses dados sugerem que a expressao de CD38 nos linfocitos T
CD8" uma ferramenta interessante na identificacio de pacientes HIV/hanseniase sob risco
de IRIS/RR. Entdo, uma investigagdo comparativa a pacientes a pacientes com hanseniase
em RR deve ser conduzida.
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Abstract

Background: It is now evident that HAART-associated immunological improvement often leads to a variety of new clinical
manifestations, collectively termed immune reconstitution inflammatory syndrome, or IRIS. This phenomenon has already
been described in cases of HIV coinfection with Mycobacterium leprae, most of them belonging to the tuberculoid spectrum
of leprosy disease, as observed in leprosy reversal reaction (RR). However, the events related to the pathogenesis of this
association need to be clarified. This study investigated the immunological profile of HIV/leprosy patients, with special
attention to the cellular activation status, to better understand the mechanisms related to IRIS/RR immunopathogenesis,
identifying any potential biomarkers for IRIS/RR intercurrence.

Methods/Principal Findings: Eighty-five individuals were assessed in this study: HIV/leprosy and HIV-monoinfected
patients, grouped according to HIV-viral load levels, leprosy patients without HIV coinfection, and healthy controls.
Phenotypes were evaluated by flow cytometry for T cell subsets and immune differentiation/activation markers. As
expected, absolute counts of the CD4+ and CD8+ T cells from the HIV-infected individuals changed in relation to those of
the leprosy patients and controls. However, there were no significant differences among the groups, whether in the
expression of cellular differentiation phenotypes or cellular activation, as reflected by the expression of CD38 and HLA-DR.
Six HIV/leprosy patients identified as IRIS/RR were analyzed during IRIS/RR episodes and after prednisone treatment. These
patients presented high cellular activation levels regarding the expression of CD38 in CD8+ cells T during IRIS/RR (median:
77,15%), dropping significantly (p<<0,05) during post-IRIS/RR moments (median: 29,7%). Furthermore, an increase of cellular
activation seems to occur prior to IRIS/RR.

Conclusion/Significance: These data suggest CD38 expression in CD8+ T cells interesting tool identifying HIV/leprosy
individuals at risk for IRIS/RR. So, a comparative investigation to leprosy patients at RR should be conducted.
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Introduction

The introduction of highly active antretroviral therapy
(HAART) for HIV infection in the mid-1990s is associated with
clinical benefits, including the resolution of opportunistic infections
and malignancies and the decline in hospitalizations and mortality
rates [l]. These benefits are, in part, associated with the
suppression of HIV viremia and the improvement of the immune
function, as indicated by increases in total CD4+ T cell counts [2].
However, it is now also evident that the HAART-associated
increase in immunity often leads to a varety of new clinical
manifestations as a result of the dysregulation of the immune

.@ PLoS ONE | www.plosone.org

system or an inflammatory response to both intact subelinical
pathogens and residual antigens [3]-[53]. These manifestatons
have been collectively termed immune reconstitution inflamma-
tory syndrome (IRIS) because the phenomenon occurs during
HAART-induced immune recovery and involves a host inflam-
matory response [6]. An increasing number of conditions are
reported as IRIS events, and these most frequently occur in
conjunction with mycobacterial (tuberculosis or  Mycobacterium
avium complex infection) and cryptococcal diseases [7]. Prior to
the HAART era, there was ample appreciation that improvements
n the immune funetion could result in pathological inflammation.
These so-called paradoxical reactions were well described among
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non-HIV-infected patients treated for Mycobacterium  tuberculosts
infection [8]. Clinical worsening in these patients following the
initiation of anti-M. fuberculosis therapy had been attributed to a
reversal of the immunosuppression induced by this infection.

Despite numerous descriptions of IRIS conditions, its patho-
genesis remains largely unknown. It is now accepted, however,
that it involves a combination of immune restoration activities
following HAART, an underlying antigenic burden, and host
genetic susceptibility [7].

The presence of an antigenic stimulus for the development of the
syndrome appears to be necessary and may derive from an
infectious or noninfections agent. The source of this antigenic
stimulus could be intact, “clinically silent” organisms or dead or
dving organisms and their residual antigens [4], [5]. Although
uncommon, our group and others have previously deseribed the
IRIS phenomenon in cases of HIV coinfection with Mycobacterium
leprae [9]—[14]. The majority of these reported cases belong to the
tuberculoid spectrum of leprosy, implying that a good host immune
response i involved in this pathological condition. The coexisting
type I leprosy reaction in these individuals further supports the idea
that the recovery of the immunological system causes this
paradoxical response. Similarly to M. tuberculoss, leprosy reaction
most often occurs during multidrug  chemotherapy in both
paucibacillary and multibacillary patients [15]. Paucibacillary cases
develop a type | or leprosy reversal reaction (RR) while a type 2
reaction develops in multibacillary patients. In RR, the level of cell-
mediated immunity against M. lgprae is suddenly elevated, resulting
in an inflammatory response in the skin and nerves affected by the
disease. Inflammatory reactions during treatment are, therefore,
routine in M. Leprac-infected patients.

The pathogenic mechanism receiving the most attention
involves the theory that IRIS is precpitated by the extent of
immune restoration following HAART. Some studies suggest that
differences in baseline CD4+ cell numbers at the beginning of
HAART are responsible [16], [17]. Alternatively, immunological
mechanisms may involve qualitative changes in lymphocyte
function or phenotypic expression, e.g., an increase in memory
CD4+ cells, which are primed to recognize previous antigenic
stimuli [18]. Therefore it can be deduced that other immunoclog-
ical factors may be involved in the pathogenesis of IRIS. Chronic
immune activation is a characteristic of HIV disease progression,
which is strongly correlated to HIV RNA levels that decrease as a
result of HAART-induced virological suppression [19]-[21]. In
fact, immune activation has been considered an important cause of
HIV pathogenesis [22], [23]. Differential expression of cellular
activation markers during TRIS/leprosy reversal reaction (IRIS/
RR) episodes should reflect the risk of developing this paradoxical
disease.

This study was designed to evaluate the immunological profile
of HIV/leprosy patients, paying particular attention to cellular
activation states, to better understand the mechanisms leading to
IRIS/RR immunopathogenesis. We also aimed to identify any
potential parameters such as immunophenotypic markers associ-
ated with the occurrence of IRIS/RR to enable the development
of diagnostic criteria and prevention strategies. A clear under-
standing of TRIS pathogenesis is required to investigate its cause,
recognize which individuals are at risk, and develop effective
treatment lealz:gjz:;.

Methods

Ethics Statement
Protocol was approved by the Oswaldo Cruz Foundation Ethics
Committee, which is affiliated to the Brazilian National Ethics
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Council, under protocol no. 440/08. Written informed consent
was provided by each individual participant before sample
collection and study procedures began.

Study Groups

Eighty-five individuals were assessed in this study, 42 of whom
were HIV/leprosy coinfected. Seven leprosy patients (without
HIV coinfection), 20 healthy individuals, and 16 previously-
studied HIV patients [24] (without leprosy coinfection) were
included as controls. In accordance with the Brazilian Ministry of
Healthy Consensus Therapy guidelines, all HIV-infected patients
were under a 3-or-more antirretrovial drug regimen at the time of
enrollment, either with or without protease inhibitors, except for 7
HIV/leprosy coinfected individuals,, The leprosy and HIV/
leprosy patients were followed at the Souza Aradjo Out-patient
Unit (Oswaldo Cruz Institute, Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ, Brazl).

Because our focus was the immunological profile of the patients,
especially their immune activation status [20], [21], which may
alter as a result of HIV replication and viral load levels, the HIV/
leprosy-coinfected individuals were first grouped according to their
HIV viral load levels regardless of HAART status. The patients
were classified as belonging to group | when their viral load (VL)
levels were <<80 copies/ml (n=24), as group 2 when their VL
levels were =80<10,000 copies/ml (n=12), and group 3, when
the patients presented VL levels =10,000 copies/ml (n=6).
Similarly, HIV-monoinfected individuals were divided into 2
groups: the undetectable VL group whose VL levels were the limit
of detection (VL<LD), and the detectable VL group (VL=LD)
whose VL values were =80 copies/ml.

In light of their dinical leprosy status, HIV/leprosy patients
were classified by way of Ridley and Jopling criteria in the absence
of any RR symptoms as IRIS/RR at the time of RR, and post-
IRIS/RR at the completion of treatment with glycocorticoid
prednisone 6 months afterward. The 7 leprosy patients were also
evaluated according to Ridley-Jopling criteria.

Viral Load Evaluation

Quantification of the plasma viral load was determined for all
HIV/leprosy coinfected patients at each visit using nucleic acid
sequence-based amplification (NASBA, Organon Teknika, Boxtel,
The Netherlands), which has a lower detection limit of 80 copies/
ml.

Flow cytometry analysis

Lymphocytes were immunolabeled using a combination of
CD4-Cy-chrome, (PE-Cv5, IgG1, clone RPA-T4) and CD8-Cy-
chrome (PE-Cy5, IgGl. clone RPA-T8) antibodies to discriminate
among the T cell populations. CD45RA- fluorescein isothiocya-
nate (FITC, clone HI100, TgG2b) and CD45RO-phyecoerythrin
(PE, clone UCHLI, TgG2a) (BD-Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA) were used to define cellular differentiation status and dual-
color staining with CD8 (FITC, IgG1, clone MCD8) and CD38
(PE, IgG 1, clone T16) or CD3 (FITC, IgG2b, clone UCHT 1) and
HLA-DR (PE, IgG2a, clone BRA30) (IQ) Products, Groningen,
The Netherlands) antibodies to analyze cellular activation. Five
microliters of each antibody were distributed among the sample
tubes, and 50 pl of fresh peripheral blood (in EDTA) was added.
The samples were then mixed gently and incubated for 30 min at
room temperature in the dark. Cell lysis was performed by adding
450 pL. of FACS Lysing solution ™ ™ (BD Biosciences). Samples
were then washed twice in PBS solution and fixed with PBS plus
1% paraformaldehvde, prior to acquisition on a FACSCalibur
(BD Biosciences). At least 10.000 events were acquired in a
Iymphaocyte gate, and phenotypic analysis was carried out using
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Ca:ll(zua;tal—r"'l software (BD). The percentages of CD38+ and
HLA-DR+ cells were determined for the CD8+ and CD3+ T cell
populations, respectively.

For CD3+/CD4+ and CD3+/CD8+ T cell subpopulations, the
single-platform method was used to determine ahsolute counts.
Briefly, 20 pl of TriTEST (BD-Biosciences) three-color (CD4-
FITC, CD8-PE, and CD3-PerCP) antibodies and 50 pl of whole
blood were added to head-containing TruCount tubes (BD
Biosciences). These were incubated for 15 min at room temper-
ature before 450 pl of FACS Lysing solution™ was added.

Samples were analyzed within 1 hour.

Results

Epidemiological, clinical and T cell immunological
parameters of the groups studied

Forty-two (30 men and 12 women) HIV/leprosy-coinfected
individuals with a median age of 39.5 (range: 21-69 years) were
evaluated at the time of leprosy diagnosis. The diagnosis of leprosy
was determined subsequent to the detection of HIV positivity in 40
of these individuals. Nearly half of these patients were diagnosed
with leprosy prior to undergoing HAART while the other half was
diagnosed as leprosy patients after HAART. In light of the
classification criteria proposed by Talhari et al [25] for HIV/
leprosy coinfected patients, the first half would be defined as
having M. leprae-HIV true coinfection while the second half
would be considered as having HAART-related leprosy.

According to the clinical status of leprosy and the absence of any
RR symptoms by way of the Ridley and Jopling classification
system, 26 of the 42 HIV/leprosy patients (61.9%) presented the
borderline tuberculoid (BT) form, while 3 individuals (7.1%)
presented the undetermined form, corresponding to the pauciba-
cillary patients. With respect to the multibacillary patients, 6
(14.3%) were mid-borderline (BB), 4 (9.4%) presented the
borderline lepromatous form (BL), and 3 (7.1%), the lepromatous
[LL) form. For the multbacillary patients, the initial bacillary
index median was 1.73, ranging from 0.5 to 4.83. Neurological
impairment was absent in 64.3% of the patients at the outset of
treatment. Among the 7 leprosy non-HIV patients, different
clinical profiles were observed, including BT, BB, and LL.

Immunopathogenesis of HV/Leprosy Coinfection

Indeed, 35 of the 42 HIV/leprosy individuals were under
HAART at the time of enrollment, the majority (57.1%) being
administered the 3-drug regimen including zidovudine, lamivu-
dine, and efavirenz, following the Brazilian Ministry of Health
guidelines. The other patients were under other therapeutic
schemes that included protease inhibitors. However, no differences
were observed in the VL levels of patients administered different
HAART regimens.

In order to evaluate T cell immunological parameters, all 85
individuals were primarily evaluated to quantify their CD3+/
CD4+ and CD3+/CD8+ T cell subpopulations. The median
absolute counts are presented in Table 1. The HIV/leprosy-
infected individuals showed a significant reduction in CD4+ T eell
absolute counts (p<20.05) regardless of VL levels (group 1 median:
336 cells/ mm®; group 2 median: 541 l‘.(:“}&f[[l[[ls; group 3 median:
285 cells/mm”) in comparison to the leprosy patients (median:
1079 t‘l:l.l}&}"lll[[l%} and the healthy controls (median: 813 cells/
mm?). This CD4+ T cell absolute reduction is a typical
characteristic of HIV infection. No differences in the CD4+ T
cell absolute count distribution profiles were detected among the
HIV/leprosy-coinfected and HIV-monoinfected groups.

For CD8+ T cell absolute counts, lower values (p<<0.01) were
observed in group 1 (median: 783 n‘.i:ll\a/mms} and group 2
(median: 734 l‘i:l.l_‘i/lllllls} of the HIV/leprosy patients relative to
the VL=LD HIV-monoinfected ones (median: 1410 cells/mm?).
Furthermore, HIV/leprosy group | had higher CD8+ T cell
counts (p=<<0.05) when compared to those of the leprosy patents
(median: 542 L'ltll\a/[[uur;}‘ As expected, all HIV/leprosy patients
had significantly higher CD8+ T cell absolute counts (p<<0.05)
than the healthy individuals (median: 488 l!i:l.'.‘if[ll[[ls},

Cellular differentiation status was investigated by analyzing the
surface expression of the CD45RA and CD45R0O molecules in
both CD4+ and CD8+ subpopulations (Table 1). For CD4+ T
cells, frequency differences among CD45RA+ circulating cells
were observed only when comparing groups 1 and 2 of the HIV/
leprosy patients (medians: 22.4%, versus 37.7%; p<0.03), with
the latter group showing a higher percentage of circulating cells.
On the other hand, the CD45RO+ fraction of CD4+ T cells did
not show any statistical differences among the study groups
(Table 1).

Table 1. Median and interquartile range (IQR) of T cell immunophenotyping percentage values or absolute counts obtained from
HIV/leprosy individuals according to viral load (VL) values and from HIV-monoinfected, leprosy patients and healthy controls.

HIV/Leprosy HIV-monoinfected Leprosy Healthy Controls

Group 1 Group 2 Group 3 VL<LD VL>LD (n=7) (n=20)

(n=24) (n=12) (n=6) (n=10) (n=86)
CD3+/CD4+ 336 (265-525) 341 (260-488) 285 (141-428)* 392 (379-450) 188 (109-300) 1079 (500-1533)*** 813 (703-942)=H
CD3+/CD3+ 785 (462-1032) 734 (481-944) 921 (730-1303) 907 (792-1288) 1410 (1214-1864)*" 542 (303-608)"" 488 (410-573)"
CD4+/CD45RA+  22.4 (163-329) 37.7 (240-422)* 228 (15.4-33.3) 25.8 (19.0-31.6)  27.7 (20.2-33.0) 216 (167-27.5) 31.8 (10.8-44.9)
CD4+/CD45RO+  66.1 (55.1-80.5) 63.1 (534-716) 539 (46.7-63.3) 64.6 (59.6-75.1)  76.6 (70.9-83.2) 717 (58.8-75.6) 58.8 (45.6-74.6)
CDB+/CD45RA+  37.6 (325-40.8) 462 (400-505) 273 (22.6-41.3) 44.4 (40.1-48.3)"  36.8 (26.7-53.6)" 457 (3773-49.4) 47.4 (42.5-62.0)"
CDB+/CD45RO+ 515 (41.0-64.2) 53.8 (455-65.0) 546 (44.9-64.7) 544 (42.9-624)  68.5 (40.5-813) 39.4 (31.5-48.1) 46.7 (34.0-54.2)
CD3+MLA-DR+ 193 (13.4-252) 164 (106-19.1) 393 (255-585)" 132(99-174)° 138 (9.2-185)" 5.8 (4.9-19.8) 84 (65-139~"*
CDB+/CD38+ 289 (151-37.5) 372 260-683) 667 (60.2-804)* 533 (47.2-55.8)* 50.3 (57.7-64.6)" 26.1 (23.0-33.4)} 8.7(4.2-13.4)

@ PLoS ONE | www.plosone.org

*p<0,05 — Mann-Whitney U test: groups versus Group 1 HIV/leprosy individuals (VL<<LD);
'p</0,05 - Mann-Whitney U test: groups versus Group 2 HIV/leprosy individuals (VL=80< 10,000 copies/ml);
{p<<0,05 - Mann-Whitney U test: groups versus Group 3 HIV/leprosy individuals (VL=10,000 copies/ml);

LD: limit of detection.
doi:10.1371/joumal.pone0028735.1001
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On the other hand, the CD45RA+ fraction of the CD8+ T cells
was found to differ among the groups (Table 1). HIV/leprosy group
L had alower percentage of CD45RA+ cells than the VL<LD HIV-
monoinfected and healthy individuals (medians: 37.6%, versus
44.4% and 47.4%, respectively; p<<0.05). On the other hand, the
group 2 HIV/leprosy individuals had significantly more
CDE+CD45RA+ T cells than the VL=LD HIV-monoinfected
46.2%, versus 36.8%; p<<0.0001). No
differences  were observed in the proportion of dreulating
CD45R0O+ CD8+ T cells among the various study groups, however.

Activation parameters were also evaluated in this study,
including the total CD3+ T cell numbers, HLA-DR expression,
and, for CD8+ cells, the expression of CD38. Because the
expression of these activation markers, especially CD38, correlates
strongly with HIV replication and viral load levels [19], [20], the
HIV/leprosy-coinfected individuals were also evaluated according
to their different VL levels.

As shown in Table | and Figure 1, a high frequency of CD3+ T
cells expressing HLA-DR. was observed in group 3 HIV/leprosy-
infected individuals, in contrast to group 1 and group 2 (medians:
39.3%, versus 19.3% and 16.4%, respectively; p<<0.05). In
addition, higher levels of HLA-DR expression were also observed
n groups | and 2 HIV/leprosy patients compared to the healthy
ndividuals (median: 5.8%; p=<<0,05).

Similarly, differences were also observed in the circulation of
CD8+ T cells expressing CD38 (Table 1, Figure 1). A high
percentage of these cells was observed in group 2 HIV/leprosy
patients (median: 66.7%) in contrast to the leprosy group and
healthy controls (medians: 26.1% and 8.7%, respectively; p<<0.01).
However, this expression was not significantly higher than that
seen in the VL<LD and VL=LD HIV-monoinfected groups
(median: 53.3% and 59.3%, respectively). When the HIV/leprosy
patients had their HIV viral load controlled, their activation status
was reduced (group | median: 30.7%: p=<0.05), and this reduction
was significant relative to that of the VL.<<LLD and VL.=LD HIV-
monoinfected patients. The activation levels in HIV/leprosy

individuals  (medians:

group | were significantly higher than those among the healthy
controls (p=<<0.0001), but not the leprosy patients.

Analysis of the IRIS/RR phenomenon

During the study, 9 of the 42 (21.4%) HIV/leprosy patients
were identified as IRIS/RR by way of dinical status. Prior to the
development of IRIS/RR symptoms, 7 were classified as BT while
only 2 (patients Hs040 and Hs 045) were defined as BB.

All patients were under HAART during reaction although the
time that lapsed between HAART submission and the onset of
IRIS/RR varied from 3 months of treatment to 3 years post-
treatment. Of interest, we were also able to quantify the CD44+ T
cells and VL levels of 6 of the 9 IRIS/RR patients, previously to
HAART submission. The CD4+ T cell absolute counts were
under 350 cells/mm®, with a median value of 114 cells/mm®
(range: 17-318 n‘i:ll.\a/mmri), At the same time, high levels of VL
were obtained, ranging from 20,000 to 5,700,000 copies/ml
(median: 148,600 copies/ml). These patients were highly immu-
nocompromised at  baseline accompanied by intense viral
replication. However, at the time of IRIS/RR, VL was virtually
undetectable in 7 of the HIV/leprosy patients, except for 2 who
had 320 (Hs012) and 4880 copies/ml (Hs043). Indeed, as
expected, their immunological status was restored since all 9
patients presented incremented CD4+ T absolute counts (medina:
408 cells/mm® (range: 140-767 l‘.l:u_‘&i’lllllls).

The other T cell immunological parameters were also evaluated
n these 9 patients and although no dear pattern of expression was
identified in terms of either cellular differentiation or activation

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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Figure 1. The percentage of HLA-DR+ in CD3+ T lymphocytes
(upper panel) and the percentage of CD38+ in CD8+ T
lymphocytes (lower panel) in samples from HIV/leprosy patients
from group 1 (VL<LD), group 2 (VL=80<10,000 copies/ml),
and group 3 (VL=10,000 copies/ml); HIV-monoinfected VL<80
copies/ml and VL>80 copies/ml patients; leprosy-infected
individuals; and healthy controls. Bars represent median values.
* p=<0.05 - Mann-Whitney U test for each group compared with HNV/
leprosy patients from group 1; ¥ p<<0.05 - Mann-Whitney U test for
each group compared with HIV/leprosy patients from group 2;
T p<0.05 - Mann-Whitney U test for each group compared with HIV/
leprosy patients from group 3. VL: HIV viral load. LD: Limit of detection.
doi:10.1371/journal. pone.0028735.g001

markers in comparison with the HIV/leprosy patients with no RR
signals, the IRIS/RR patients had high cellular activation levels at
the onset of IRIS/RR. We were able to monitor these patents at
different time points, including the post-IRIS/RR resolution
moment, and interesting results were ohserved.

Six patents were analyzed at the initiation of an [RIS/RR
episode and after the completion of treatment with prednisone.
Regarding the expression of CD38 in CD8+ T cells, 6 individuals
showed high levels of cellular activation (median: 77.15%; CL:
37.66%-96.13%) at the onset of IRIS/RR (Figure 2A). These
values dropped significantly (p<<0.05) post-IRIS/RR  after 6
months of therapy with prednisone (median: 29.70%: CL
11.17%=37.94%). Subsequent to prednisone treatment, cellular
activation levels were significantly lower than those seen in the
VL<LD HIV-monoinfected patents (p=<0.01), similar to those
detected in the leprosy patients but higher than that observed
among the healthy controls (p<<0.05). This reduction in CD38
expression in CD&+ T cells was clearly seen during flow cytometry
analysis as observed by the cellular migration from the upper left
panel to the upper right panel of the dot-plot graphics in Figure 2B.
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Figure 2. The percentage of CD38+ in CD8+ T lymphocytes obtained from HIV/leprosy-coinfected patients during the development
of immune reconstitution inflammatory syndrome/reversal reaction (IRIS/RR) episodes and at the completion of reaction treatment
with prednisone (Post-IRIS/RR) (Panel A). * p<<0.05 - Wilcoxon U test. Representative flow cytometry profile presented by one HIV/leprosy
coinfected patient (Hs040), during an IRIS/RR episode (upper dot plot) and post-IRIS/RR (under dot plot) evaluated for the expression of CD38 in CD8+

T lymphocytes (Panel B).
doi:10.1371/journal.pone.0028735.g002

After prednisone treatment, CD8+/CD38+ T circulating cell
levels were higher in those HIV/leprosy patients who also had the
highest activation levels during IRIS/RR, specifically individuals
Hs009, Hs033, Hs040, and Hs043 (Fig. 2A), in comparison to the
Hs015 and Hs024 patients, whose activation levels were lower at
both time points.

Moreover, it is noteworthy that patient Hs009, who was also
evaluated almost 4 months prior to the initation of an IRIS/RR
episode, already expressed CD38 in 59.82% of the circulating CD8+
T cells. Similarly, patent Hs019, analyzed just 3 days before the
development of IRIS/RR symptoms, expressed CD38 in 77.02% of
the CD&+ cells in contrast to the onset of IRIS/RR, when the
percentage was 86.18%. Therefore, it can be assumed that an increase
in these activated cells occurred prior to the IRIS/RR episodes.

Patient Hs012 was evaluated twice within a one-month period
post-IRIS/RR. At the completion of prednisone therapy (post-
IRIS/RR), 25.70% of the T cells were activated CD8+/CD38+
cells. However, one month later, this number had risen to 62.54%.
This patient is stll under surveillance; but, to date, no further

IRIS/RR episodes have been detected.

Discussion

Leprosy remains a significant global health problem, and over

40,000 new cases were registered in Brazil in 2009 [26]. Leprosy

.@ PLoS ONE | www.plosone.org

and HIV are two chronic infectious diseases with an overlapping
geographic distribution in Brazil. Nonetheless, valuable informa-
tion regarding the impact of these two diseases on T cell
phenotypes in infected individuals remains scarce.

Immunological interactions between leprosy and HIV have
been a topic of great interest over the last two decades or so. While
an increase in the immunosuppressive form of leprosy (LL) was
expected to occur in HIV/leprosy coinfected patients, this was not
confirmed by follow-up studies. In contrast, occurrences of the
tuberculoid form of leprosy predominate among these coinfected
individuals whatever the T lymphoeyte count in the blood [27],
[28]. This was also observed at the present study, where 61.9% of
the 42 HIV/leprosy coinfected patients presented the BT form of
leprosy, while only 13 of them were identified as multibacillary
cases. In the same way and also in contrast to the initially expected
for leprosy and HIV coinfection [29], we observed low frequency
of neurological impairment among the HIV/leprosy patients.

The most interesting phenomenon associated with the interac-
tion between HIV and leprosy infection is the higher incidence of
reversal reactions (RR) [28], suggesting that the immune
regulation of each disease is independent. The higher frequency
of RR after initiating HAART has brought on new challenges to
the full understanding of this immunological phenomenon,
previously been thought to be an M. lgprae-specific immune
reactivation. In addition, many of the leprosy cases appearing after
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the introduction of HAART with unusually inflammatory features
have been classified as TRIS. We were able to identify 9 cases of
IRIS/RR  phenomenon among our HIV/leprosy coinfected
patients. These individuals presented the symptoms of leprosy
reversal reaction, after the onset of antiretroviral therapy and were
considered among the patients having HAAR T-related leprosy
[25]. Considering the same IRIS criteria previously used by our
group to define IRIS cases [13], 93 out of 9 IRIS/RR patients
(Hs012, Hs024 and Hs043) can be really defined as TRIS cases,
since they developed the symptoms during the first 6 months of
HAART . However, others studies also identified TRIS cases at
periods of longer than 10 months [30]. In this study, we aimed to
characterize some of the key T cell phenotypes involved in the
HIV/leprosy interaction in coinfected vs. non-coinfected patients
and analvze some major features of the IRIS/RR phenomenon.

We first examined CD44+ T cell counts, the classic immunolog-
ical parameter for HIV infection follow-up. All HIV/leprosy-
coinfected individuals showed a reducton in CD44+ cells, as
expected for HIV- pesitive individuals, although the median values
were similar or higher than those shown in other studies,
regardless of viral load levels and/or HAART status [22], [23],
[31]. An increase in absolute CD4+ T counts was observed in
HIV/leprosy coinfected patients with undetectable VL levels,
refl
consequence of viral replication control and antiretroviral therapy.
Moreover, despite the presence of M. lprae, HIV/leprosy
coinfection exhibited the same CD4+ T cell behavior observed
in HIV-infected patients in the absence of detectable VL under
HAART, consistent with previous studies [23], [24], [31].

The lower levels of CD3+CD8+ T cells observed in groups 1
and 2 HIV/leprosy patients could be also attributed to a more
effective control of viremia in these as opposed to the VL=LD

rcting the quantitative immune reconstitution that occurs as a

HIV-monoinfected individuals. These data do not agree with the

more severe immunopathology for HIV/leprosy coinfected
individuals, previously suggested by Carvalho et al [31], probably
due our analysis in terms of different viral load levels. On the other
hand, even with a controlled viral load, when the group 1 was
compared with the leprosy patients and healthy controls a higher
percentage of CD8+ T ce
the effect of residual viremia on the immune system, undetectable
by the currenty methodology.

[t is important to note that peripheral blood CD4+ or CD8+ T
cell counts do not necessarily reflect either the number or function
of these T cells at the actual sites of coinfection, although the
evaluation of skin lvmphocytic infiltrate in HIV/leprosy coinfected
patients demonstrated the predominant involvement of CD8+ T

s was found. This data would suggest

cells at the site of disease, in granuloma formation, being more
frequent than CD4+ T cells [32].

The CD4+ T cells that express the cell-surface isoforms
CD45RA and CD45RO are major targets in HIV infection
[33]. We evaluated the expression of these molecules by CD4+
and CD8+ circulating T cells, in order to define a cellular
differentiation profile, but low differences were observed among
the studied groups and we were not able to identify any defined
profile. So, this was an important limitation of the present study,
since in order to well define the differentiation pathway for T cells,
many others surface molecules should be investigated [34], [35].
So, these differentiation profiles are currently being investigated in

more detail by our team to better understand naive cell behavior,

central and effector memory cells, and other intermediary T cell
fractions in HIV/leprosy coinfection scenario.

The evaluation of the activation parameters showed high
frequencies of HLA-DR expression in CD3+ T cells and CD38+
expression in CD8+ T cells in HIV/leprosy-coinfected individuals,

.@ PLoS ONE | www.plosone.org
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as was previously observed by the present authors in Leishmania/
HIV-coinfected patients [24]. The HLA-DR molecule is capable
of presenting antigenic peptides to the CD44+ T cell receptor
complex and CD38 may function as an adhesion molecule.
During HIV infection, changes in the expression of these markers
are associated with immune dysfunction and disease progression.
In our study, these expression frequencies, especially CD38 on
CD8+ T cells, appeared to be associated with viral load because
group 3 HIV/leprosy individuals showed the highest activation
profile. However, frequent expression of these markers in the
undetectable viral load group was also detected. Previous reports
have shown that low levels of viral production have been known to
persist in patients regardless of their being under long-term,
effecive HAART and that this remaining viremia could have an
important impact on the immune system of some patents
undergoing continuous, effective HAART [36]. Other studies
have also suggested that even those patients with HAART-
mediated viral load suppression show a high percentage of
activated T cells and that this immune activation might be
determined by immunological memory cells [37]. Our observation
that T cell activation markers increased in HIV/leprosy cases
despite low or undetectable HIV RNA levels might also be
explained by the fact that immune activation could be determined
by M. lgprae in addition to HIV RNA levels. How the two

pathogens act synergistically to drive immune activation remains

to be fully elucidated.

The pathogenesis of IRIS in leprosy has not yet been clearly
defined, but the re-establishment of CD44+ and CD8+ T
Ivmphocytes after HAART may explain their development.
Previous studies have shown that cellular responses to some
mycobacterial diseases, such as M. azium complex infection, can be
restored after 2 weeks of HAART in HIV I—infected patients [38].
HIV/tuberculosis  patients  also show  inflammatory  episodes
characterized as IRIS after the initiation of HAART [39]. The
increase in CD8&+ T cell counts afier HAART, independent of the
CD4+ T cell count, may be an explanation for some of these
reactions. Previous studies have demonstrated that the CD8+ T
cell count was a risk factor associated with the development of
herpes zoster after imtiation of HAART [40]. Other authors have
proposed that the increase in CD8+ T cells after HAART may
result in clinical hepatits caused by HBV as well as HCV [41.42].

Increases in the expression of activation markers in effector
CD8+ T cell populations may also provide insight into the
immunopathogenesis of IRIS. Effector CD8+ T cells exhibit
specialized functons such as cytotoxicity, antiviral cyvtokine
production, telomerase activity, and the production of evtokines
such as IL-2, IFN-y, TNF, perforin, and granzymes. OFf these,
IFN-y is known to increase in response to mycobacterial antigens
in patients who developed tuberculosis/IRIS [37]. Once these cells
are distributed in the periphery, they take on an immediate
effector function and, thus, may be able to promote a rapid, but
unsustained, response to peripheral antigens.

Interestingly, the CD38 antigen, a cellular activation marker
previously associated with HIV pathogenesis [43], was significant-
Iy elevated in the CD8+ T cells of IRIS/RR individuals in our
study but diminished after prednisone therapy. Of the 9 HIV/
leprosy patients identified as experiencing IRIS/RR, 6 had been
found to fit this profile, and 2 were obviously undergoing IRIS at
the time of reaction. The percentage of CDB+/CD38+ T cells
increased prior to the initial onset of IRIS/RR symptoms. These
data open a promising channel of investigation into CD38
expression, which could be a useful biomarker for identifying
coinfected individuals with activated immune systems at risk of

developing IRIS/RR. Obviously, the evaluatdon of the leprosy
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individuals under reversal reaction need to be conducted, in order
to investigate if the CD38 expression on CD8+ T cells will follow
the same profile.

In summary, leprosy and HIV lead to some similar and some
distinct immune alterations. In HIV-monoinfected and HIV/
leprosy coinfected individuals with high viremia, CD4+ T cell
depletion together with pronounced T cell activation may be
mvolved in a generalized hyporesponsiveness of the immune
system. In coinfected subjects, HIV apparently controls the overall
immunological scenario, especially in patients with low CD4+ T
counts. HIV and leprosy seem to have no additive effects in that
cach infection causes specific immune changes, which do not
appear to contribute to the synergistically unfavorable effects of
coinfection.

Our findings regarding TRIS/RR individuals may prove useful
in designing future studies aimed at identifying patients at risk of
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RESUMO

A leishmaniose visceral é uma doenga infecciosa que representa um sério problema de
salude publica, integrando a lista de doencas tropicais negligenciadas. A doenca €
caracterizada por uma supressdo imune especifica ao parasito, deplecdo de células T e uma
diminuicdo de outras células hematopoiéticas. Em paralelo, uma reposta
imunoestimulatéria também ocorre, representada pelos linfocitos B policlonais, ativacao
de células T e respostas pré-inflamatorias. Antigenos parasitarios parecem estar envolvidos
em ambos 0S mecanismos, supressdo e ativacdo, mas estes conceitos estdo sendo
revisados. Similarmente aos relatos em HIV/AIDS, n6s propusemos que 0 parasitismo
intestinal por amastigotas de Leishmania e a deple¢do linfocitaria também poderia afetar o
tecido linfoide associado & mucosa, resultando em um dano na barreira intestinal,
favorecendo assim, a translocacdo microbiana. Um incremento dos niveis de LPS
plasmaticos foi implicado nas contagens reduzidas de células T CD4+ e T CD8+, na
ativacdo de células T sistémica, nos niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatérias e nos
maiores niveis de MIF, sugerindo que uma molécula bacteriana ndo associada a infeccao
por Leishmania pode exercer efeitos deletérios sobre o sistema imune. Resultados recentes
também apontaram que a resposta pré-inflamatdria estava potencializada em pacientes
coinfectados LV/HIV-1. A ativacdo celular mediada pelo LPS adiciona outro conceito a
imunopatogénese da LV e pode trazer uma justificativa para novas intervencoes
terapéuticas que poderiam melhorar a conduta clinica desses pacientes.
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Visceral Leishmaniasis (VL) is an infectious disease which constitutes a serious public health problem, integrating the list of
neglected tropical diseases. The disease is characterized by a Leishmania-specific immune suppression T-cell depletion and
a decrease of other hematopoietic cells. In parallel, an immunostimulatory response also occurs, represented by polyclonal
B lymphocytes, T-cell activation, and systemic proinflammatory responses. Parasite antigens were believed to mediate both
suppression and activation mechanisms, but these concepts are constantly being revised. Similar to reports on HIV/AIDS, we have
proposed that gut parasitation by amastigotes and lymphocyte depletion could also affect gut-associated lymphoid tissue, leading
to mucosal barrier breach and predisposing to microbial translocation. An increment of plasmatic lipopolysaccharide (LPS) levels
observed in Brazilian VL patients was implicated in the reduced blood CD4* and CD8" T cell counts, systemic T-cell activation,
pro-inflammatory cytokines and MIF plasma levels, suggesting that a bacterial molecule not associated with Leishmania infection
can exert deleterious effects on immune system. Recent results also pointed that the proinflammatory response was potentiated in
VL/HIV-AIDS coinfected patients. The LPS-mediated cell activation adds another concept to the immunopathogenesis of VL and

can bring a rational for new therapeutic interventions that could ameliorate the management of these patients.

Visceral leishmaniasis (VL) is an infectious disease caused by
protozoans of Leishmania sp. genus. VL is a serious public
health problem integrating the list of neglected tropical
diseases. In a recent World Health Organization report, 0.2 to
0.4 million cases were globally estimated in the last five years
[1]. Ninety percent of them occur in only six countries: India,
Bangladesh, Sudan, South Sudan, Brazil, and Ethiopia [1, 2].
The infection is transmitted by sandflies, and nowadays,
L. (Leishmania) donovani and L. infantum (sin. L. chagasi)
are the main species causing VL [3]. These protozoans are
intracellular obligate parasites that infect macrophage cell
lineages from lymphoid organs such as bone marrow, spleen,
liver, and lymph nodes. VL is classically characterized by
fever, hepatosplenomegaly, cachexia, blood cytopenia, and
a high parasite burden [4, 5]. It has a high mortality rate,
and even in treated patients, the case fatality rates are

of 10-20% [1], especially in HIV-coinfected patients [6].
Immunological response is directly involved in the disease’s
clinical outcome, but the pathogenic mechanisms are still
controversial, and the concepts are constantly being revised
[7-11].

VL is classically considered an immune suppression-
mediated disease characterized by T-cell depletion and
decrease of other hematopoietic cells (erythrocytes, platelets,
and neutrophils) [4]. Early studies from the 80s showed
that active phase of VL evolves with an impairment of
the specific effector T-cell response to leishmanial anti-
gens, absence of a delayed-type hypersensitivity reaction
to parasite antigens, and an inability of T lymphocytes to
proliferate and produce interferon (IFN)-y and interleukin
(IL)-2 cytokine in response to leishmanial antigens [4, 12].
In vitro neutralization of IL-10 and IL-4 recovers the type
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1 cytokine production in peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) stimulated with leishmanial antigens [13]. In
accordance with this, restoration of the immune response
to L. infantum is also achieved following specific treatment
[13, 14] which reinforced the role of parasite antigens in the
suppressive mechanisms [15]. However, other mechanisms
have already been implicated in this immunodeficiency such
as: circulating molecules acting as soluble receptors for [L-2
[16], immunocomplexes, lipoproteins [17], and deactivating
cytokine interactions (IL-4, IL-10, and transforming growth
factor [TGF]-f) [15]. These suppressive mechanisms are
aggravated by the intense leucopenia especially on T-cell
compartment, with a consequent decrease of both CD4* and
CD8* T lymphocytes [9].

Although immunosuppression is considered a hallmark
of acute VL, a remarkable polyclonal B-cell response also
occurs. High titers of unspecific and specific immunoglob-
ulins against leishmanial antigens were described [4], sug-
gesting a dual role to parasite antigens, either lymphocytes’
activation or inhibition. Therefore, others studies reported
an intense release of inflammatory cytokines in the plasma of
active VL patients, including tumour necrosis factor (TNF)
[18], IL-6, IL-8, and macrophage migration inhibitory factor
(MIF) [9, 10]. Besides, elevated levels of plasmatic IL-10
and TGF-§ are also detected, showing that these patients
present a mixed profile as a result of a cytokine storm
[9, 19]. By consequence, VL patients clinically present as
systemic inflammatory response syndrome [5] similar to
sepsis, malaria, or dengue fever.

A systemic proinflaimmatory response is also observed
in HIV-1/AIDS patients [20]. As the virus-mediated chronic
immune stimulation does not fully explain the intense
cellular activation, other mechanisms have been investigated.
Of utmost impact, it was demonstrated that CD4" T
cell depletion from gut-associated lymphoid tissue (GALT)
[21] leads to mucosal barrier breach and predisposing
to microbial translocation (MT). Bacterial products as
lypopolysaccharide (LPS) were responsible for an intense
cellular activation and proinflammatory cytokine release due
to its immunostimulatory activity [22].

Recently, Brenchley and Douek [23] reviewed all the
restrictions that humans developed to protect themselves
from intestinal microbiota translocation. In this context,
any alteration in the gut selective permeability or loss of
intestinal immune regulation can facilitate the MT. This
phenomenon has been demonstrated in diseases involving
the intestinal tract such as inflammatory bowel diseases
[24] and graft-versus-host disease [25]. Taking into account
that gut parasitation by Leishmania amastigotes is known to
occur in VL [26, 27], it was also expected that a microbial
leakage from gut into the circulation was likely to affect these
patients. Moreover, VL shares similar pathogenic features
to HIV/AIDS, most notably proinflaimmatory responses and
systemic lymphocyte depletion [4]. Recently, our group
demonstrated that the increment of plasmatic LPS levels
observed in Brazilian VL patients was implicated in the
reduced blood CD4* and CD8" T-cell counts, systemic T-
cell activation, proinflammatory cytokine plasma levels, and
higher MIF levels, suggesting that a bacterial molecule not
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associated with Leishmania infection can exert deleterious
effects on immune system [9]. LPS levels are correlated
to soluble CD14 (sCD14) and plasma intestinal fatty acid
binding protein (IFABP) levels in VL patients. It implies that
LPS was bioactive in vivo, probably having a luminal origin.
An increase in activated status was shaped by increased
percentages of activation-associated molecules (HLA-DR,
CD38, and CD25) on T lymphocytes and high proinflam-
matory cytokines response. Consistent with this feature,
LPS levels were positively correlated with IL-6, IL-8, and
MIFE. The hypothesis that bacterial products can impact on
chronic immune hyperactivation status in VL prompted us
to argue possible benefits of antimicrobial prophylaxis in
conjunction with anti-Leishmania therapy. Thus, ongoing
studies in experimental VL are being performed.

Studies addressing MT in infectious diseases are scarce.
To our knowledge, rather than HIV-1 infection [23] and
VL [9], a LPS-induced immunostimulatory role was only
demonstrated in HBV and HCV virus [28]. A spectrum of
changes in the mucosal architecture can be observed in gia-
rdiasis, with consequent diarrhea episodes and adherence to
the epithelium [29], raising the issue that any condition that
causes gastrointestinal barrier damage may allow luminal
contents leakage into circulation. In this context, intestinal
parasitic disease such as amebiasis, strongyloidiasis, or
criptosporidiasis, as well as gastroenteritis due to virus or
bacteria could evolve with MT. These possibilities raise such
pathogens, as candidates to further studies.

In the last 30 years, the expansion of the HIV/AIDS
epidemic over leishmaniasis endemic areas and vice versa
has increased the number of coinfected patients [6]. VL is
an opportunistic disease in HIV/AIDS patients, although
not yet considered an AIDS-defining disease. Both infections
with L. infantum and HIV-1 share immune-compromising
mechanisms that may affect the parasite control in VL
coinfected patients [30]. Consequently, coinfected patients
present a more severe disease in comparison to patients with
VL alone, with increased parasite burden, drug resistance,
and frequent relapses [6, 31]. On the other hand, Leishmania
infection can also contribute to more rapid progression to
AIDS, impairing both the lymphocyte depletion and the
chronic immune activation, disturbances already observed in
HIV-1-infected patients [32, 33].

Considering that MT is involved in activation mecha-
nisms in HIV/AIDS patients and was also detected in VL,
it was supposed that this phenomenon could be potentiated
in coinfected patients. Recent studies (Santos-Oliveira et
al., paper in preparation) showed that Leishmania/HIV-
coinfected and HIV-1 monoinfected patients presented high
LPS and IFABP levels, but the results were not statistically
different. However, the plasma proinflammatory cytokines
(IL-1p, IL-6, IL-8, IL-17, IFN-y, and TNF) were much more
higher in coinfected group. LPS levels along with immune
consequences of Leishmania infection were associated with
high levels of CD38 in T CD8" in coinfected patients. These
cofactors seem to contribute to the activation status by
enhancing the plasma cytokine storm. The parasite influence
in this system cannot be ruled out, although patients had
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experienced a clinical remission of VL symptoms after
antileishmanial therapy.

In conclusion, the parasitation of intestinal mucosa and
T-cell depletion can lead to GALT compromising, enabling
microbial translocation of luminal gram-negative bacteria in
VL. The LPS-mediated cell activation adds another concept
to the immunopathogenesis of the complex viscerotropic
Leishmania-host interaction. More importantly, immune
activation can profoundly impact the VL clinical course and
prognosis, contributing to increase the risk of death even
under antileishmanial treatment. This mechanism is aggra-
vated in Leishmania/HIV coinfected patients. These findings
can bring a rational for new therapeutic interventions that
could ameliorate the management of these patients, thus
reducing the mortality of VL associated or not with HIV-1
infection.
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A infeccdo pelo HIV-1 causa um importante impacto na malaria. Os pacientes
coinfectados com Plasmodium falciparum e HIV-1 apresentam um alto grau de anemia,
aumentada parasitemia e diminuidas contagens de linfocitos T CD4", estando sob alto
risco de desenvolverem malaria grave. Além disso, a infeccdo por P.falciparum e HIV-1
isoladamente causa intensa ativacdo imune. Entdo, nossa hipéGtese foi que a ativacao
linfocitéria estivesse potencializada em pacientes coinfectados Pf/HIV, consequentemente
prejudicando o estado de imunossupressdo desses pacientes. Para isso, 22 pacientes
Pf/HIV, 34 casos de maléria, 29 de HIV/AIDS e 10 controles sadios sem malaria e HIV
provenientes de Mocambique foram recrutados. Como esperado, a anemia foi mais
prevalente no grupo coinfectado. Uma grande variacdo na densidade parasitaria foi
observada em pacientes Pf/HIV (110 — 75.000 parasitas/pul), embora os valores medianos
foram similares aos pacientes apenas com malaria. As contagens de linfocitos T CD4"
foram significativamente menores nos pacientes coinfectados quando comparado aos
pacientes de maléria e aos casos de HIV/AIDS. A ativacdo de linfocitos foi avaliada pelo
percentual de moléculas associadas a ativacdo (CD38" em T CD8" e HLA-DR* em T
CD3"). O percentual mais elevado de células CD38" foi detectado nos pacientes
coinfectados (mediana = 78,2%). Os pacientes apenas com malaria (mediana = 50%) e 0s
casos de HIV/AIDS (mediana = 52%) também apresentaram niveis elevados dessas
moléculas, porém os valores foram inferiores aos dos pacientes coinfectados. Nossos
dados sugerem que a ativacdo crénica de células T observada nos pacientes coinfectados
pode agravar a resposta imune a ambas as doencas.
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SUMMARY

HIV-1 infection causes an important impact on malaria infection. Plasmodium falciparum
and HIV-1 co-infected patients (Pf/HIV) present high degree of anemia, enhanced
parasitemia and decreased CD4" T counts, being at higher risk to develop severe malaria.
Moreover, P.falciparum or HIV-1 infection each one alone causes extensive immune
activation. Then, our hypothesis was that lymphocyte activation is potentiated in Pf/HIV
co-infected patients, consequently worsening their immunossupression state. For this, 22
Pf/HIV, 34 malaria, 29 HIV/AIDS and 10 healthy controls without malaria or HIVV/AIDS
(HC) from Maputo/Mozambique were recruited. As expected, anemia was most prevalent
in Pf/HIV group. A huge variation in parasite density was observed in Pf/HIV (110-75,000
parasites/pIL), although the median values were similar to malaria patients. CD4*T counts
were significantly lower in Pf/HIV co-infected than HIV-AIDS or malaria patients.
Lymphocyte activation was evaluated by the percentage of activation associated molecules
(CD38 on TCD8" and HLA-DR on TCD3" cells). Highest expression of CD38 was
detected in co-infected patients (median=78.2%). Malaria (median=50%) and HIV/AIDS
(median=52%) patients also presented elevated levels of these molecules., although the
values were lower than Pf/HIV co-infected cases Our findings suggest that enhanced T-

cell activation displayed by co-infected can worsen the immune response to both diseases.

Keywords. malaria/HIV-AIDS, cellular activation, plasmodium, co-infection, T CD4+
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INTRODUCTION

Malaria and HIV/AIDS are two of the most important diseases in Africa, both being
leading causes of morbidity and mortality (Idemyor et al. 2007). Plasmodium falciparum-
associated HIV-1 (Pf/HIV) infection is described in many sub-Saharan Africa countries,
whose contribution accounts for the most available clinical data on this co-infection
(Davenport et al. 2010, Chalwe et al. 2009, Kiyingi et al. 2010, Mills et al. 2010, Serna-
Bolea et al. 2010, Naniche et al. 2011). A relevant issue in malaria endemic regions is the
identification of HIV/AIDS patients among suspect cases of acute malaria (Mills et al.
2010, Serna-Bolea et al. 2010). Furthermore, HIV-1 infection is a risk factor for receiving
an incorrect diagnosis of malaria (Berg et al. 2008). In this scenario, surveillance health

programs should spend considerable efforts to minimize misdiagnosis of febrile diseases.

In Mozambique (Mz), malaria is endemic throughout the country and reaches its highest
point after the rainy season, which lasts from December to April. Malaria and HIV-AIDS
figure as the most important cause of mortality reaching rates of 29% and 27%,
respectively (INS/INE 2010). According to the World Malaria Report (WHO 2011),
around 4 million estimated cases and 3,300 deaths due to malaria were reported in Mz
during 2010. Considering that 11.5% of population is estimated to be infected with HIV-1,
an overlapping of these dual endemic diseases leads to an increased risk for Pf and HIV
co-infection. Recently, a study enrolling 136 HIV-1 infected individuals from Southwest
Mz revealed that 5.1% of them were also harboring P. falciparum (Naniche et al. 2011).

There are evidences that co-infection enhance the spread of both falciparum malaria and
HIV-1 infection and may also influence the severity of clinical manifestations of these
diseases. Indeed, HIV infection has been considered an important risk factor for severe
P. falciparum malaria (Grimwade et al. 2004, Chalwe et al. 2009). A higher plasmodium
density parasitemia probably related to impairment of parasite control due to HIV-1 related
immunosupression is also observed (Whitworth et al. 2000, Patnaik et al. 2005). Patients
with low CD4" T cells counts (less than 350 cells/mm?®) are more likely to have malaria
complications (Cohen et al. 2005, Mouala et al. 2009). Moreover, HIV-1 infection is
associated with increased prevalence of anemia in falciparum malaria (Davenport et al.
2010, Otieno et al. 2006). On the other hand, malaria can also impact HIV-1 infection.
HIV/AIDS patients who experienced malaria can present a transitory reduction of CD4" T
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cells, which might be partially reversible after successful antimalarial therapy (Van
Geertruyden et al. 2006). A causal relationship between malaria episode and CD4 cell
count decline in HIV-1 patients remains to be established_(Mermim et al. 2006). Acute
malaria elevates HIV viral load, which in turn can enhance the risk for HIV transmission
(Kublin et al. 2005). In addition, plasmodium antigens lead to strong cellular activation
(Worku et al. 1997) that may facilitate de novo HIV-1 infection and replication (Froebel et
al. 2004). HIV-1 preference for infecting activated memory CD4" T lymphocytes can
increase cell death (Grossman et al. 2002). Consequently, it is possible that in co-infected
patients, P. falciparum specific T-cell clones are getting depleted by HIV-1 during each
malaria episode (Whitworth et al. 2005, Mermim et al. 2006). Therefore, these factors can
conjecturally worse immune response to both diseases and contribute to HIV disease
progression.

Cell activation is one of the crucial mechanisms involved in the pathogenesis of both
malaria (Worku et al. 1997) and HIV-1/AIDS (Douek et al. 2009). The consequent release
of pro-inflammatory cytokines due to increased T cell activation during acute malaria is
implicated in clinical complications and contributes to disbalance the effector/regulatory
immune status (Ayimba et al. 2011, Davenport et al. 2012). In HIV-1/AIDS, it is well
established that the viral load is directly associated with CD8" activation (Benito et al.
2004). However, the comprehension on how the association of these two pathogens can
impact on the immunopathogenesis of malaria/HIV-AIDS remains under discussion. Few
studies addressing immunological compromising have been reported in malaria/HIV-AIDS
co-infection (Naniche et al. 2011) but to our knowledge, none has investigated the
consequences of cellular activation in immunossupression. As P. falciparum and HIV each
one alone can cause immune activation, our hypothesis was that lymphocyte activation is
potentiated in co-infected patients. As consequence, an activation induced lymphocyte
death could aggravate their immunossupression status. For this purpose, this study
evaluated the severity of anemia, plasmodium parasite density and the impairment of
cellular immune system in malaria plus HIV-1 co-infected adults from Southwest

Mozambique.
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MATERIALS AND METHODS

Study Population - All patients were recruited from Polana Cani¢o Health Center (PCHC)
in Maputo, Mozambique between January and December 2010. PCHC is an outpatient
care health center situated in a suburb of Maputo city (capital of Mz) and provides medical
care for patients from three neighborhoods: Maxaquene, Polana Canigo, and Hulene.
Maputo is an area of stable malaria transmission (> 1 case per 1,000 inhabitants) where a
high percentage of individuals informs a past history of malaria (73-76%). HIV-1
prevalence in Mz is 11.5%, affecting around 9,000 individuals per year (INE 2009). In
PCHC, the malaria care service is responsible for the diagnosis and antimalarial drugs
dispense according to malaria management guidelines established by MISAU/Mz. This

health center also attends and counsels HIV/AIDS patients.

A cross-sectional study was implemented and P. falciparum/HIV-1 co-infected patients
were recruited among cases presenting clinical malaria. Ninety nine recruited participants
were included into four groups: 22 HIV-1 and P. falciparum co-infected patients (Pf/HIV),
29 patients mono-infected with HIV-1 (HIV-1/AIDS), 38 mono-infected patients with
P. falciparum (malaria), and a group of 10 subjects presenting a negative test for malaria
or HIV-1 (Healthy Controls - HC). Demographic characteristics of the subjects are shown
in Table 1. Most of the participants were female (59.2%). Their ages ranged from 20 to 75
years (mean age - 38+12.2; median - 37 years). Laboratorial exams were performed to
diagnose anemia, malaria and HIV/AIDS according to the MISAU/Mz guidelines. The
levels of hemoglobin (Hg) and white blood cells (WBC) were determined by complete
hemogram exam. The results were expressed as g/dL for Hg and 10%/uL for WBC.

Patients were screened for malaria with a qualitative rapid diagnostic test (RDT, SD
Malaria Antigen Pf BIO LINE Kkit, Standard Diagnosis Inc., Giheung-ku, Republic of
South Korea) for detection of histidine rich protein Il (HRP-II) of P. falciparum in blood.
After their consent, patients with RDT positive test were screened for HIV according to the
Mozambican National protocol. It consists of a sequential algorithm of two
immunochromatographic rapid tests. All individuals were first screened using the
Determine HIV-1/2 test (Abbott Laboratories CO.LTD, Tokyo Japan). All specimens
reactive on the screening assay were further tested using the HIV test Uni-gold™

Recombigen® (Trinity Biotech plc, Bray Ireland). Thus, patients over 18 years old, HIV-1
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infected without antiretroviral therapy (ARV) and with positive rapid diagnostic test for
malaria were recruited for the co-infected group. Pregnant women were excluded from the
study by pregnancy tests. Patients with positive test only for malaria or HIV-1 infection
were enrolled in each one of mono-infected groups (malaria or HIV/AIDS). Volunteers
who were negative for both tests composed the group of HC. HIV/AIDS patients were

referred to the counseling program.

Determination of Plasmodium parasite density - RDT positive patients were investigated
for plasmodium specie identification and parasite density. For malaria parasite density
finger prick thick and blood smears stained with Giemsa were examined in oil-immersion
microscopic (until the field where more than 500 WBC or 500 parasites were counted) by
trained laboratory technicians. P. falciparum parasite density (PD) was calculated taking
into consideration the actual leukocyte count, and was determined by the following

formula:

PD: (number of parasites/number WBC in each slide) X WBC per mL from each patient X

10°. The results were expressed as number of parasites/jL.

Determination of absolute T cells counts and lymphocyte activation levels - To quantify
CD4" T and CD8" T lymphocytes in blood, a BD Tritest® monoclonal antibody specific
for CD4/CD8/CD3 conjugated to FITC, PE and PerCP, respectively and BDTrue Count®
reagent kit was used according to the manufacturer’s instructions (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, USA). In parallel, blood cells were also stained with anti-CD8
FITC/anti-CD38 PE and anti-CD3 FITC/anti-HLA-DR PE monoclonal antibodies (BD
Simultest™, BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

Samples were acquired using a FACSCalibur® (BD, USA) and analysed by Multiset®
software (BD, USA) for CD4 counting and phenotypic analysis was carried out by
CellQuest™ software both from BD Biosciences. The experiments were performed in the
centers of reference for AIDS diagnosis from the Ministry Health of Mozambique
(Laboratorio de Biologia Molecular e de Hematologia do Hospital Central de Maputo,
Laboratorio de Parasitologia e de Imunologia do INS/MISAU) and in Brazil (Laborat6rio
de AIDS e Imunologia Molecular, IOC/FIOCRUZ, MS), respectively.
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Although the validated marker of CD8" T cell activation is the co-expression of CD38 and
HLA DR, activated cells were identified through the detection of CD38 in CD8" and HLA-
DR in CD3" T cells as a surrogate of this validated marker (Douek et al. 2009). HLA-DR
positivity was determined on CD3" T cell population and the CD38 positivity was
determined on CD8" T cell populations inside the gate previously established for TCD3".
The results were expressed as a percentage of HLA-DR in CD3 and CD38 in CD8"%",

Statistical analysis - The values were expressed as median and interquartile range. Mann-
Whitney U test and non-parametric Spearman’s test were used for comparison and
correlation analysis of the data, respectively (GraphPad Prism, version 4.0, San Diego,

CA, USA). Significant differences were considered when p < 0.05.

Ethics - The study was approved by Mozambican Ethics Committee (Comité Nacional de
Bioética para Saude), under number 194/CNBS and written informed consent was

obtained from all participants.

RESULTS

Impact of the malaria-associated HIV/AIDS on the anemia severity - The levels of
hemoglobin were utilized to evaluate the degree of anemia (Figure 1). Co-infected patients
had lower hemoglobin levels (median = 10.1 g/dL, 1Q - 8.4 to 11.2 g/dL) when compared
to patients mono-infected with P. falciparum (median = 12g/dL, 1Q - 10.2 -13.3 g/dL,
p<0.001) and HIV-1/AIDS (median = 11.4 g/dL, 1Q - 11.2 to 12.6 g/dL, p<0.05) and HC
(median = 12.8, 1Q - 11.5 to 14 g/dL n=10, p <0.01) (Figure 1). No significant differences
were observed between malaria and HIV/AIDS patients or between HC and malaria or
HIV/AIDS mono-infected patients.

Parasite density in Plasmodium falciparum-HIV-1 co-infected patients - Fifty-nine patients
were positive for malaria by RDT, but just in thirty-three of them parasite density
quantification was possible (Figure 2). There was no significant difference in parasite
density when co-infected patients (median = 8,326 parasites/uL, 1Q —1,087 to 20,357
parasites/pL, n=14) were compared to malaria cases (median = 3,308 parasites/pL, 1Q —

1,013 to 8,050 parasites/pL, n=19). Although, high levels of parasitemia were found in
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both groups, a wider variation in levels of parasite load was observed in co-infected
patients (110-75,000 parasites/uL).

Malaria associated HIV co-infected patients present low CD4™ T lymphocytes levels - In
order to determine whether the association with malaria may influence the
immunodepression caused by HIV-1 infection, the blood levels of CD4" T lymphocytes
were quantified (Figure 3). Significantly lower CD4" T values were seen in Pf/HIV co-
infected patients (median = 265 cells/mm?, 1Q — 195 to 545 cells/mm?, n=22) compared to
HIV-1/AIDS patients (median = 406 cells/mm?, 1Q — 274 to 543 cells/mm?®, n=29, p<0.05).
These levels were also lower when compared to malaria patients (median = 597 cells/mm?,
1Q — 318 to 868 cellss/mm?, n=38, p<0.01) or to HC (median = 1,084 cells/mm?, 1Q - 1,007
to 1,224 cellssmm?® n=10, p<0.001). In addition, patients HIV-1/AIDS also showed
diminished levels of CD4" T cells when compared to malaria patients (p<0.05) or HC
(p<0.001). Interestingly, a positive correlation between CD4" T cells counts and
hemoglobin levels was observed when all groups were evaluated together (r = 0.40,

p<0.001, data not shown).

The association of malaria plus HIV enhances the T cell activation status - To evaluate
whether P. falciparum infection may contribute to augment the status of activation in
Pf/HIV co-infected patients, the percentage of activated CD3" and CD8" T cells were
measured by flow cytometry through expression of activation associated membrane

molecules HLA-DR and CD38, respectively.

Pf/HIV co-infected patients presented the highest levels of lymphocyte activation when
compared to other groups (Figure 4A). The levels of HLA-DR™ on CD3" T cells in Pf/HIV
patients were statistically higher (median = 67.5%, 1Q — 39.3 to 77.8%, n=17) than malaria
patients (median = 32.1%, 1Q — 21.2 to 45%, n=29, p<0.001) and HIV-AIDS patients
(median = 48.8%, 1Q — 28.8 to 57%, n=13, p<0.05). It was interesting to note that malaria
patients also presented high levels of HLA-DR™ on CD3" T cells, although still lower than
those observed in HIV-1/AIDS patients (p<0.05).

In relation to the percentage of CD38" on CD8" T lymphocytes (Figure 4B) the status of
cellular activation was also more elevated in Pf/HIV co-infected (median = 78.2%, 1Q —
43.5 to 85%, n=17) in comparison to malaria patients (median = 50%, 1Q — 37.3 to 61.5%,

n=29, p<0.01). However, no statistic difference was found in relation to HIV-1/AIDS
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patients (median = 52%, 1Q — 49.8 to 73.1%, n=13). Elevated levels of activation were
observed in malaria and HIV-1/AIDS patients, without differences among these groups. As
expected, the lowest levels of cellular activation were observed in HC (HLA-DR", median
=3.4%, 1Q — 2.6 to 7% and CD38", median = 28.9%, 1Q — 25 to 35.3%).

In order to verify whether parasitemia could be involved in cellular activation in Pf/HIV
co-infected patients, correlation analysis was performed. For this purpose 17 Pf/HIV co-
infected and 29 malaria mono-infected patients were investigated. No significant
correlation between parasite density and the percentage of HLA-DR"™ and CD38" on T
lymphocytes was observed for both groups. On the other hand, a negative correlation
between CD4" T counts and HLA-DR in CD3" T lymphocytes was found when patients
and HC were considered together (r = -0.70, p<0.01; Figure 5).

DISCUSSION

Most available data on malaria-associated HIV-AIDS is related to the consequences of
HIV infection on the degree of anemia, plasmodium parasite intensity and CD4" T
lymphocytes counts in falciparum malaria patients, especially in sub-Saharan Africa
countries (Whitworth et al. 2000, Cohen et al. 2005, Patnaik et al. 2005, Davenport et al,
2010, Mouala et al. 2009). Nevertheless, the impact of both infections to the status of
immune cellular activation is largely unknown. This study investigated whether the
immune activation generated by Plasmodium and HIV each one could be synergized by
co-infection. Our results suggest that falciparum malaria enhances T lymphocyte activation
in individuals concomitantly infected by HIV-1. This phenomenon can affect immune
effector function and may constitute an additional mechanism to contribute for
pathogenesis of the malaria-associated HIV/AIDS disease.

Anemia is a major symptom of malaria and it can be caused by several mechanisms,

including the destruction of infected erythrocytes, antibody mediated lysis, hypersplenism,

impaired erythropoiesis and cytokines (Idemyor et al. 2007, Haldar et al. 2009, Quintero et

al. 2011). A previous study has reported that 10% of adults with severe malaria presented

hemoglobin levels of 7g/dl or less i.e. much lower than expected for healthy individual

(WHO 2000). Moreover, HIV-1 infection itself can also cause anemia (Belperio et al.
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2004), constituting an important risk factor for severe malaria in adults (Grimwade et al.
2004, Chalwe et al. 2009). In our study, anemia was present in a higher degree in Pf/HIV
co-infected patients, since they had lower hemoglobin levels in comparison to malaria
patients. This difference should not be related to gender once in both groups the percentage
of females was higher than males. In addition, hemoglobin concentration and parasite
density correlate neither to Pf/HIV co-infected patients nor to malaria cases. These results
were in agreement with other studies from sub-Saharan areas for malaria transmission as in
Cameroon (Nkuo Akenji et al. 2002) and Kenya (Davenport et al. 2010). However,
conflicting results regarding anemia have also been found in Kenya (Mc Elroy et al. 2000)
and Tanzania (Ekval et al. 2001). Both, HIV and malaria along with other conditions as
malnutrition, antiretroviral drugs or intestinal parasites, reinforce the idea that co-

infections can worsen the anemia condition especially in low income regions.

Immunosuppression due to HIV infection appears to impair malaria patient's ability to
control the parasitemia, enhancing plasmodium parasite density (Van Geertruyden et al.
2006). Despite reports that HIV individuals are more likely to be parasitemic (Whitworth
et al. 2000, Patnaik et al. 2005) a significant difference for parasite load was not found
between Pf/HIV co-infected and malaria patients studied here. It is important to stress that
in our study parasitemia intensity calculation was based on individual leukocyte count/mL
instead of fixed number of leukocytes per mL. Curiously, a wide dispersion of parasite
density levels was detected in Pf/HIV co-infected group, varying from 110 to 75,000
parasites/jL.

Depletion of CD4" T cells is one of the most common consequences of HIV-1 infection
(Grossman et al. 2002). However, acute malaria also reduces CD4" T lymphocytes
(Chougnet et al. 1990, Kassa et al. 2006). In patients evaluated here, the lowest CD4™ T
values were found in co-infected patients when compared with other groups. CD4" T cells
in malaria or HIV/AIDS patients were also lower than HC. These results suggest a
heightened degree of immunossuppression in malaria-associated HIV-1/AIDS.
Interestingly, this reduction of CD4" T cells is transient, rising after a successful
antimalarial therapy, although not reaching previous counts (Kassa et al. 2006, Van
Geertruyden et al. 2006). Then, each episode of acute malaria causes an excess decrease in
CD4" T values (Mermim et al. 2006), aggravating the immunodepression status. These

facts highlight the importance of malaria induced laboratorial disturbances to be assessed
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before taking any decision on the management of HIV positive individuals, such as a
misdiagnosed ARV failure or even a premature initiation of therapy (Brentlinger et al.
2007). Unfortunately, the access to ARV is not yet universal neither in Mozambique
(INSIDA/MISAU 2009) nor in other African countries, as antimalarials are.

CD4" T cell counts have been implicated in plasmodium control (Brentlinger et al. 2007,
Idemyor et al. 2007), since these cells were negatively correlated to the parasite density
(Withworth et al. 2000, Patnaik et al. 2005). However, we did not found any association
between these parameters, maybe because of the number of studied patients. Moreover,
considering that adult population evaluated in this study is from a stable transmission area,
they are considered to be immune, and therefore, parasitemia is supposed to be lower than
children from the same area. We reasoned that probably because of this fact, no correlation

was found between parasite intensity and immunosupression.

Chronic immune activation is the strongest predictor of the progression rate to AIDS in
HIV-1 infected individuals (Douek et al. 2009). Acute malaria infection also may be
associated with an enhanced cell activation status. In both, HIV/AIDS or malaria alone,
co-expression of CD38/HLA-DR on T cell subsets have already been studied (Hunt et al.
2003, Eggena et al. 2006, Naniche et al. 2011) and immume activation was considered a
predictor for treatment failure in malaria patients (Eggena et al. 2006). Previous report has
shown that malaria infection can present a pro-inflammatory response and cytokine
disbalance (Ayimba et al. 2011, Davenport et al. 2012). In the present study, Pf/HIV co-
infected patients showed the highest percentages of HLA-DR and CD38 on CD3" T and
CD8" T lymphocytes, respectively. Indeed, malaria patients had higher percentages of
CD38 on CD8" and HLA-DR on CD3" than the healthy subjects, confirming previous data
that malaria itself contributes to activation (Worku et al. 1997). Even considering that dual
positive CD38 HLA-DR CD8 is more accurate for analyzing activation status, both
molecules separated presented the same profile when the results were compared. As
observed for CD4" T counts, viral or parasite antigens seem to act together boosting cell
activation, either directly or by inducing the release of soluble factors. HIV-1 co-infection
with other diseases as leishmaniasis (Santos-Oliveira et al. 2010), tuberculosis (Rodrigues
et al. 2003), or leprosy (Gripp et al. 2011) have already been proven to increase cellular
activation. A previous work conducted in Mz did not reach correlation between the

parameter “malaria infection” and the levels of HLA-DR/CD38 on CD4" and CD8" T cells
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activated (Naniche et al. 2011). However, these authors did not compare Pf/HIV co-
infected to malaria or HIV/AIDS cases alone. We may not exclude that other clinical
conditions could contribute to this activation, as opportunistic infections, because these
patients were diagnosed to HIV infection during the malaria trial.

Viral replication is a well standard condition for lymphocyte activation and is considered a
predictor parameter for HIV viral load (Benito et al. 2004). Nevertheless, a limitation of
our study was not to determine the HIV-1 viral load, since this assessment is not routinely
available for African public health systems (INS/INE 2010). The present study did not
found a causality relationship between Pf parasite density and T cells activation. However,
malarial antigens cannot be ruled out as an important factor for immune activation. Then,
the role of each infection in this exacerbated activation status and further implications in
the pathogenesis and management of malaria/HIV-1 co-infection need to be clarified. In
addition, we did not follow up Pf/HIV co-infected patients during malaria convalescence
in order to evaluate if T-cell activation status decreased and achieved the activation levels

of malaria or HIVV/AIDS cases alone.

Taking together our results demonstrate that falciparum malaria in HIV-1 infected patients
from Southwest Mz share similar profiles of anemia, plasmodium parasitemia and CD4" T
counts observed in other Sub-Sahara African studies (Patnaik et al. 2005, Davenport et al.
2010, Van Geertruyden et al. 2006). In complement to these studies, our findings suggest
that malaria/HIV-AIDS co-infection may contribute to enhanced T cell activation in co-
infected patients. This phenomenon is of utmost importance since these cells can: 1)
augment the release of proinflammatory cytokines causing systemic damage (Andrade et al
2010); 2) be more susceptible to die by activation induced cell death (Kemp et al. 2002).
Finally, potential regional differences are expected to occur depending on the malaria
endemicity. Additional studies in Sub-Saharan Africa countries, including prospective
follow up are of extremely interest to better understand the relationship between these two
pathogens and its consequences to the immunopathogenesis of malaria/HIV-AIDS co-

infection.
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Table 1. Demographic characteristics of study population.

Cases/controls Number Age Distribution
of cases (years) per gender

meantSD*  Male % Female %

(median) (40.7) (59.2)

Pf/HIV co-infected 22 38.2£15(34) 36.4 63.6
Malaria 38 39.4+13(39) 31.6 68.4
HIV/AIDS 29 37+10.8(36) 51.7 48.3
Healthy controls 10 34.5+7(34) 50.0 50.0

SD - standard deviation, * no statistical difference among the four groups.

Pf — Plasmodium falciparum, Healthy controls — subjects without malaria or
HIV/AIDS.
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Figure Legends

Figure 1. Anemia severity estimated by hemoglobin concentration in Plasmodium
falciparum (Pf) malaria-associated HIVV/AIDS patients. Pf/HIV co-infected patients (black
and white circles), Pf malaria patients (white circles) and HIV/AIDS patients (black
circles) and healthy controls (HC) without malaria or HIVV/AIDS (solid triangles). Each

point represents one subject. The horizontal bars express median.

Figure 2. Determination of Plasmodium falciparum (Pf) parasite density in HIV co-
infected patients. Pf forms were counted in thick smears until the field where more than
500 WBC or 500 parasites were counted. The parasite density was calculated according to
the formula shown in Material and Methods section, considering individual actual
leukocytes counts per mL. Pf/HIV co-infected patients (black and white circles) and Pf
malaria patients (white circles). Each point represents one subject. The horizontal bars

express median. There was no statistic difference between groups.

Figure 3. Evaluation of immunossupression status in malaria associated HIV-1/AIDS
patients by the absolute number of CD4" T lymphocytes. Pf/HIV co-infected patients
(black and white circles), Pf malaria patients (white circles) and HIV/AIDS patients (black
circles) and healthy controls (HC) without malaria or HIV/AIDS (solid triangles). Each

point represents one subject. The horizontal bars express median.

Figure 4. T lymphocyte activation status in malaria associated HIV-1/AIDS patients.
Pf/HIV co-infected patients (black and white circles), Pf malaria patients (white circles)
and HIV/AIDS patients (black circles) and healthy controls (HC) without malaria or
HIV/AIDS (solid triangles). The flow cytometry analysis of the percentage of HLA-DR on
CD3" T (A) and CD38 on CD8" T (B) cells were determined in lymphocytes gates as
described in Materials and Methods section. Each point represents one subject. The

horizontal bars express median.

Figure 5. Correlation between CD4" T cells counts and HLA-DR" on CD3" T lymphocytes
in malaria associated HIV-1/AIDS patients. Pf/HIV co-infected patients (black and white
circles), Pf malaria patients (white circles) and HIV/AIDS patients (black circles) and
healthy controls (HC) without malaria or HIV/AIDS (solid triangles).
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Figure 4.
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Anexo 5

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

Instituicho ~ Proponente:  Instituto  Oswaldo  Cruz-FIOCRUZ, Laboratério de
Imunoparasitologia. Av. Brasil, 4365, Pav. Lebnidas Deane sala 408, Manguinhos, Rio de
Janeiro, RJ. Tel 0XX21-3865-8102. Instituicdo Responsavel:

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

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

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

Colaboradores/Médicos assistentes e Instituicao/telefone de contato:

Nome do Voluntario:
Nome do Responsavel:

Eu declaro que aceito participar como voluntario da investigacdo cientifica coordenada
pela Dra. Alda Maria Da-Cruz e com a participacio do meu médico Dr.

Neste estudo os pesquisadores querem descobrir as pessoas que tem leishmaniose e
possam ter AIDS ou pessoas que tém AIDS e possam ter leishmaniose. O objetivo
melhorar os conhecimentos sobre os sintomas e o diagnostico destas doencas, além de
estudar como o sistema imunoldgico do organismo de uma pessoa que tem AIDS reage
quando ela apresentar, ao mesmo tempo, a leishmaniose. Nos casos em que houver as duas
doencas, sera realizado um acompanhamento clinico e laboratorial dos pacientes. Nos
casos de leishmaniose sem AIDS, os pacientes também poderdo fazer parte do estudo caso
seja de sua vontade. Fui informado que este estudo poderd ndo me beneficiar diretamente,
embora tenha a possibilidade de serem descobertos exames de laboratério que poderdo
ajudar a prevenir a evolucdo da leishmaniose. Os resultados dos exames deverdo ser
comunicados e entregues a mim ou ao medico responsavel por meu acompanhamento.

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

1. Responder a um questionario contendo informagdes pessoais, da minha residéncia e
das doengas que apresentei ou tenho neste momento.
2. Consulta ambulatorial periodica para realizacdo de exame clinico e exames

laboratoriais de rotina procedimentos necessarios para o diagnostico da leishmaniose
(coleta de sangue, biopsia e teste de Montenegro). N&o aplicavel aos individuos sadios.
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3. Teste de Montenegro. Este consiste na aplicagdo de 0,1 ml de uma solugéo contendo
parasitos mortos pelo mertiolate. A leitura é feita em 48h. Este podera ser repetido quando
for necessario avaliar minha imunidade para a leishmaniose._N&o aplicavel aos individuos
sadios.

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

5. Coleta de sangue para realizar sorologia anti-HIV com minha autorizacao.
6. Caso haja o diagnostico de AIDS serei acompanhado e tratado.

Esclarecimentos sobre os procedimentos e inconvenientes:

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

O volume de sangue retirado ndo causa disturbios ou riscos ao organismo. Os possiveis
desconfortos, se ocorrerem, sdo relacionados a problemas durante a retirada do sangue,
como extravasamento de sangue que causam dor e hematoma, mas que regridem apos 3 a
5 dias. Para o diagndstico também sera realizada uma biopsia da Ulcera para quem tem
suspeita de doenca na pele ou retirada de sangue da medula para quem tem suspeita de
doenca nas visceras também serdo realizados para o diagnéstico. Os individuos alérgicos
ao anestésico NAO poderdo ser biopsiados. As complicacdes que podem ocorrer sdo dor e
sangramento que regridem geralmente ao final de dois a trés dias. Todo o material retirado
do meu corpo devera ser utilizado somente para fins de diagnostico e pesquisa. Autorizo
que eles sejam guardados na FIOCRUZ ou nas Institui¢es que participam desta pesquisa,
para serem utilizados em futuros projetos de pesquisa apds analise e aprovacdo de um
Comité de Etica. Os investigadores deverdo, a qualquer momento, esclarecer minhas
davidas sobre o estudo e a doenga, a utilizagdo do material biol6gico retirado do meu
corpo e os resultados obtidos com o estudo. Os autores deverdo guardar meus dados, sendo
eles sigilosos e confidenciais. Os resultados poderdo ser divulgados na forma de
comunicacdo cientifica, mas ndo permito a minha identificacdo. A gualquer momento
poderei me retirar deste estudo sem qualquer prejuizo ao meu tratamento.

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

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

Voluntéario/ : RG:
Responsavel assinatura
Testemunha: RG:
Assinatura
Investigador: RG:
assinatura
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Voluntarios - Pacientes

Instituicdo  Proponente:  Instituto  Oswaldo  Cruz-FIOCRUZ, Laboratorio de
Imunoparasitologia.Av. Brasil, 4365, Pav. Le6nidas Deane sala 408, Manguinhos, Rio de
Janeiro, RJ. Tel 0XX21-3865-8102. Instituicdo Responsavel:
Titulo do Projeto: “Desenvolvimento de instrumentos clinicos e laboratoriais aplicaveis
aos estudos clinico-epidemioldgicos, ao diagndstico e ao monitoramento terapéutico da co-
infeccdo HIV/Leishmania.

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

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

Colaboradores/Médicos assistentes e Instituicdo/telefone de contato:

Nome do Voluntério:

Nome do Responsavel:
Eu declaro que aceito participar como voluntario da investigacdo cientifica coordenada
pela Dra. Alda Maria Da-Cruz e com a participacio do meu médico Dr.

Neste estudo os pesquisadores querem descobrir as pessoas que tem leishmaniose e
possam ter AIDS ou pessoas que tém AIDS e possam ter leishmaniose. O objetivo
melhorar os conhecimentos sobre os sintomas e o diagndstico destas doencas, além de
estudar como o sistema imunoldgico do organismo de uma pessoa que tem AIDS reage
quando ela apresentar, ao mesmo tempo, a leishmaniose. Nos casos em que houver as duas
doencas, sera realizado um acompanhamento clinico e laboratorial dos pacientes. Nos
casos de leishmaniose sem AIDS, ou AIDS sem leishmaniose os pacientes também
estdo convidados a fazer parte do estudo, caso seja da vontade dos mesmos.

Fui informado que este estudo poder4 ndo me beneficiar diretamente, embora tenha a
possibilidade de serem descobertos exames de laboratério que poderdo ajudar a prevenir a
evolucdo da leishmaniose. Os resultados dos exames deverdo ser comunicados e entregues
amim ou ao médico responsavel por meu acompanhamento.

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

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

2. Consulta ambulatorial periodica para realizacdo de exame clinico e exames
laboratoriais de rotina procedimentos necessarios para o diagnostico da leishmaniose
(coleta de sangue, bidpsia e teste de Montenegro). Néo aplicavel aos individuos sadios e
sem suspeita de leishmaniose.
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3. Teste de Montenegro. Este consiste na aplicacdo de 0,1 ml de uma solugéo contendo
parasitos mortos pelo mertiolate. A leitura é feita em 48h. Este podera ser repetido quando
for necessario avaliar minha imunidade para a leishmaniose._N&o aplicavel aos individuos
sadios e sem suspeita de leishmaniose.

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

5. Coleta de sangue para realizar sorologia anti-HIVV com minha autorizacao.
6.  Caso haja o diagndstico de AIDS serei acompanhado e tratado.
Esclarecimentos sobre os procedimentos e inconvenientes:

O teste de Montenegro é utilizado rotineiramente para o diagnostico da leishmaniose e
quando for positivo indica que o organismo € capaz de ter resisténcia imunoldgica ao
parasito causador da doenca. No entanto, o teste NAO deve ser aplicado nos individuos
alérgicos a mertiolate. A reacdo positiva se acompanha de vermelhidao e endurecimento da
pele no local onde o teste foi aplicado. Reagdes mais intensas como inflamacé&o, ulceragao
da pele ou mesmo febre também podem ocorrer, mas sdo raras. O volume de sangue
retirado ndo causa disturbios ou riscos ao organismo. Os possiveis desconfortos, se
ocorrerem, sdo relacionados a problemas durante a retirada do sangue, como
extravasamento de sangue que causam dor e hematoma, mas que regridem ap6s 3 a5
dias. Para o diagndstico também serd realizada uma bidpsia da Ulcera para quem tem
suspeita de doenca na pele ou retirada de sangue da medula para quem tem suspeita de
doenca nas visceras também serdo realizados para o diagnostico. Os individuos alérgicos
ao anestésico NAO poderao ser biopsiados. As complicacdes que podem ocorrer sdo dor e
sangramento que regridem geralmente ao final de dois a trés dias. Todo o material retirado
do meu corpo devera ser utilizado somente para fins de diagnostico e pesquisa. Autorizo
que eles sejam guardados na FIOCRUZ ou nas Institui¢fes que participam desta pesquisa,
para serem utilizados em futuros projetos de pesquisa ap0s andlise e aprovacdo de um
Comité de Etica. Os investigadores deverdo, a qualquer momento, esclarecer minhas
duvidas sobre o estudo e a doenca, a utilizacdo do material biolégico retirado do meu
corpo e os resultados obtidos com o estudo. Os autores deverdo guardar meus dados, sendo
eles sigilosos e confidenciais. Os resultados poderdo ser divulgados na forma de
comunicacdo cientifica, mas ndo permito a minha identificacdo. A qualquer momento
poderei me retirar deste estudo sem qualquer prejuizo ao meu tratamento.

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

(nome da Instituicdo colaboradora), ficando Eu de posse de uma cépia.

Voluntério/ : RG:

Responsavel assinatura

Testemunha: RG:
assinatura

Investigador: RG:
assinatura
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Anexo 6

Aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa em Humanos do Instituto Oswaldo Cruz

-}

Ministério da Saude
Fundagao Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

e

Rio de Janeiro, 17 de outubro de 2005.

:

PARECER

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

Protocolo CEP: 290/05

Pesquisador Responsavel: Alda Maria Da-Cruz

Instituicao: |OC 3

Deliberagao: APROVADO COM RECOMENDACAO

O projeto versa sobre a co-infecgdo HIV-Leishmaniose e tem por objetivo
identificar “as caracteristicas clinicas e epidemiologicas dos casos de co-infecgdo HIV-
Leishmania em éareas de alta ocorréncia de ambas as doengas, bem como identificar as
principais caracteristicas imunopatogénicas da associagdo entre estes patdgenos”.
Pretende, ainda, “pesquisar a sensibilidade e a especificidade dos exames parasitolégicos
e sorologicos classicos e compara-las respectivamente a métodos moleculares para
identificacdo de DNA de Leishmania e testes sorologicos utilizando novos alvos (Hsp83
de L. infantum e rK39 de L. chagas) assim como identificar marcadores imunoldgicos que
tenham valor preditivo de resposta ao tratamento ou evolugao”.

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

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

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

Informamos, outrossim, que deverao ser apresentados relatorios parciais/anuais e
relatorio final do projeto de pesquisa. 2

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

o

e f Lamgg,
José Luiz Telles de Almeida

Mz T
Uepm. P I'.73544089 pASSOS
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa /pgcj';l’;'"iwo,,-“ i
Em Seres Humanos da Fundagao Oswaldo Cruz Chuz " “Mapojyy;,
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Aprovacio no Comité de Etica em Pesquisa em Humanos do Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas -IPEC.

Ministério da Salide

FAOCRUZ
Fundagdo O Ido Cruz

Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas

Comité de Etica em Pesquisa

PARECER CONSUBSTANCIADO - 041/2007

Protocolo 0045.0.011.009-07

1. Identificacao:

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

Pesquisador Responsavel: Alda Maria Da-Cruz (I0C).

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

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

2. Sumadrio:

O objetivo deste projeto é.identificar as caracteristicas clinicas e epidemiologicas dos
casos de co-infecgao HIV-Leishmania”, em areas de alta ocorréncia de ambas as doencas,
bem como identificar as principais caracteristicas imunopatogénicas da associagao entre
estes patédgenos. Pretende-se pesquisar a sensibilidade e a especificidade dos exames
parasitologicos e sorologicos classicos, e compara-las respectivamente a métodos
moleculares para identificagcdo de DNA de Leishmania e testes sorolégicos utilizando
novos alvos (Hsp83 de L. infantum e rK38 de L. chagasi), assim como identificar
marcadores imunolégicos que tenham valor preditivo de resposta ao tratamento ou
evolugdo. O estudo tera carater tanto prospectivo, por busca ativa de casos, como
retrospectivo, por busca em registros hospitalares. O universo de pacientes co-infectados
identificado nos centros participantes deste estudo, que estdo atualmente em
acompanhamento, € de aproximadamente 50 casos. Como controle serdo estudados
pacientes portadores de leishmanioses tegumentar (30 casos) e visceral (30 casos) sem
histéria de infeccdo pelo HIV; cerca de 50 individuos com infecgdo por HIV, sem
leishmanioses (dependendo do parametro a ser estudado); 20 individuos sadios.
Instituicdes envolvidas: Instituto de Medicina Tropical da USP; Instituto de Doencas
Tropicais Natan Portella da UFP; Nucleo de Medicina Tropical da UB; Instituto de
Infectologia Emilio Ribas - Secretaria Estadual de SP; Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Salde da UFMS; Divisdo de Clinica de Moléstias Infecciosas e Parasitarias da Faculdade
Medicina de Sao Paulo.

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

Projeto com delineamento adequado. Apresenta dois Termos de Consentimento Livre e
Esclarecido, sendo um para Pacientes em Investigagao de Co-infeccéo Leishmania/HIV e um
segundo para Voluntarios Sadios, ambos bem elaborados em linguagem acessivel ao sujeito
da pesquisa. Este projeto foi submetido ao PN DST/Aids — SVS / Ministério da Salde.

4. Diligéncias:
Nao houve.

3§
QP“? &
5. Parecer: APROVADO. AT
Vo
Data: 14 de agosto de 2007. 'Q‘OQ&O‘%@Q?O‘\‘
@“ St
> Coobek{,; f \
Assinatura do-Coordenador:’ \)_;/c«» [ TS o) A oY ( :



