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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca sistémica potencialmente fatal, cuja imunopatogénese envolve
imunossupressdo especifica associada a intensa ativacdo imune cronica, podendo culminar em exaustéo celular,
imunossenescéncia e comprometimento da resposta efetora ao parasito, favorecendo recidivas. A ocorréncia de
recidivas, inclusive em pacientes ndo coinfectados pelo HIV, reforca a necessidade de compreender os mecanismos
imunolégicos associados a esse desfecho. Assim, nosso objetivo foi avaliar a resposta efetora de linfocitos TCD4*
com perfil disfuncional associado a expressdo de PD-1 frente aos antigenos de Leishmania infantum, em pacientes
com LV redicivantes (LV-R) ou ndo (LV-NR). Foram avaliados 16 pacientes com LV, desde a fase ativa até 12
meses pés-tratamento (12mpt), agrupados LV-NR e LV-R, além de 9 controles negativos (CN). PBMCs foram
cultivados por 72 h na auséncia (BG) ou presenca de antigenos de L. infantum ou Concanavalina A e analisados
por citometria de fluxo quanto a expressdo de PD-1, linfoproliferacdo (BrdU) e produgdo intracelular de IFN-y.
Embora os percentuais de PD-1 tenham sido elevados, ndo diferiram entre LV-R e LV-NR. Frente ao estimulo
antigénico, LV-NR apresentaram maiores percentuais de linfocitos TCD4* BrdU* aos 12 mpt e de células TCD4*
IFN-y* em todas as fases, sugerindo maior funcionalidade efetora. Em células TCD4"PD-1", observou-se aumento
significativo de BrdU"PD-1* ¢ IFN-y"PD-1" em LV-NR aos 12mpt, além de aumento de BrdU'IFN-y* em células
TCD4 PD-1*, diferentemente de LV-R. A anélise por fold change, ou seja, o Li dividido pelo BG, confirmaram



esses achados. Os resultados sugerem que, apesar da elevada expressdo de PD-1, pacientes LV-NR preservam a
capacidade funcional de células TCD4* especificas contra L. infantum, o que pode estar associado ao controle
parasitario e a protecdo contra recidivas da LV.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a potentially fatal systemic disease, whose immunopathogenesis involves specific
immunosuppression associated with intense chronic immune activation, which may culminate in cellular
exhaustion, immunosenescence, and impaired effector responses to the parasite, favoring relapse. The occurrence
of relapses, including in patients not coinfected with HIV, reinforces the need to understand the immunological
mechanisms associated with this outcome. Thus, our objective was to evaluate the effector function of CD4* T
lymphocytes with a dysfunctional profile associated with PD-1 expression in response to Leishmania infantum
antigens in patients with relapsed (R-VL) or non-relapsed VL (NR-VL). Sixteen patients with VL were evaluated
from the active phase through 12 months post-treatment (12 mpt), grouped into NR-VL and R-VL, in addition to
9 negative controls (NC). PBMCs were cultured for 72 h in the absence (BG) or presence of L. infantum antigens
or Concanavalin A and analyzed by flow cytometry for PD-1 expression, lymphoproliferation (BrdU), and
intracellular IFN-y production. Although PD-1 percentages were elevated, they did not differ between R-VL and
NR-VL. In response to antigenic stimulation, NR-VL patients showed higher percentages of BrdU™ CD4" T
lymphocytes at 12 mpt and IFN-y* CD4* T cells at all time points, suggesting greater effector functionality. In
CD4'PD-1" T cells, a significant increase in BrdU"PD-1" and IFN-y"PD-1" cells was observed in NR-VL at 12
mpt, in addition to an increase of BrdU*IFN-y* in PD-1* CD4 T cells, a pattern not observed in R-VL. The fold-
change analysis, calculated as LI divided by BG, confirmed these findings. The results suggest that, despite the
high expression of PD-1, NR-VL patients preserve the functional capacity of L. infantum-specific CD4* T cells,

which may be associated with parasite control and protection against VL relapse.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, € uma zoonose causada
pela Leishmania infantum (Li) nas Américas, atribuido como L. chagasi por muitos autores.
Sua transmissdo ocorre através da picada do flebotomineo infectado da espécie Lutzomyia
longipalpis. A LV é considerada a forma mais grave dentre as leishmanioses,? levando a
diferentes desfechos clinicos como a forma grave, ébito, cura clinica e a recidiva. As recidivas,
por sua vez, tem emergido como um desafio adicional entre pacientes ndo coinfectados pelo
HIV, sendo consideradas fatores de risco para obito por LV.3 De fato, as recidivas tém sido um
desfecho clinico cada vez mais reconhecido em individuos com LV, variando de 3 a 5%,°

embora sejam mais comuns e mais estudadas entre PVHIV.*’ Quanto aos aspectos



imunopatogénicos, ja se sabe que a LV cursa para uma imunossupressao especifica e como
parte deste complexo cendrio imunolégico, sabe-se que a ativacdo imune crbnica e status
inflamatorio exacerbado resultam no fendmeno de imunossenescéncia e de exaustdo imune
crénica, muito bem elucidados na infecgdo pelo HIV-1, porém ainda pouco estudados na LV.
Embora a exaustéo linfocitéria constitua um importante mecanismo regulatério, este fendmeno
pode desempenhar papel patogénico em infec¢Ges cronicas como a LV. O aumento da
expressio da proteina 1 de morte celular (PD-1) ja foi observado na infecgdo por Leishmania,®
contribuindo para o processo de exaustdo linfocitaria. O cenario atual de evolucéao clinica da
LV possui um desafio adicional: as frequentes recidivas da doenca, as quais sdo consideradas
fatores de risco para Obito por LV.® Acredita-se que a suscetibilidade as recidivas esteja
relacionada com diversas alteragdes imunologicas associadas, por sua vez, a fatores atrelados a
presenca do parasito. A distincdo entre individuos redicivantes (LV-R), e ndo-redicivantes (LV-
NR) torna-se fundamental para a compreensdo dos mecanismos imunoldgicos associados ao
controle ou a progressdo da infeccdo e, diante disso, a via PD-1 emerge como potencial
biomarcador de persisténcia da exaustdo linfocitaria e comprometimento funcional de linfécitos
T CD4* e CD8".

Nosso grupo tem se dedicado a entender os aspectos imunoldgicos relacionados as
recidivas da LV em pacientes brasileiros, e umas das nossas perguntas atualmente é: “A
ocorréncia de recidivas da LV em pacientes brasileiros esta associada ao comprometimento
funcional de linfécitos T cronicamente ativados e potencialmente exaustos (PD-17)?”. Com
iSS0, 0 objetivo deste trabalho é: avaliar a resposta efetora de linfécitos T CD4* com um perfil
disfuncional associado a expressao de PD-1" frente aos antigenos de Leishmania infantum, em

pacientes com LV que recidivaram ou ndo a doenca.

METODO

Esse estudo avaliou uma coorte de pacientes admitidos no Hospital Eduardo de
Menezes, em Belo Horizonte, no estado de Minas Gerais. Foram recrutados 16 pacientes com
LV e 9 individuos controles negativos, podendo ser de areas endémicas para LV ou ndo. Os
pacientes com LV foram acompanhados prospectivamente da fase ativa aos 12 meses pds-
tratamento (mpt) e foram entdo separados em dois grupos, conforme a evolucgéo clinica da LV.
O grupo dos LV-NR continha aqueles que apresentaram apenas um episoédio da doenga (n=9).
O grupo LV-R, continha aqueles que apresentaram mais de um episddio ativo da LV ao longo
da vida (n=7), seja antes ou durante 0 acompanhamento clinico. Este projeto esta vinculado ao

protocolo “Reconstituicdo imune em pacientes com leishmaniose visceral e sua relagdo com



cura clinica, gravidade e recidiva da doenca (CAAE: 39634120.5.0000.5248/2020) aprovado
pelo Comité de Etica do Instituto Oswaldo Cruz (10C)/Fundagéo Oswaldo Cruz.

As ceélulas mononucleares do sangue periférico (PBMC) destes pacientes foram
cultivadas in vitro sob 3 condi¢bes: com antigenos L. infantum, com mitégeno ConA e na
auséncia de estimulo (BG). As células permaneceram em cultura por 72 horas & 37 graus e na
presenca de 5% de CO2. Posteriormente, foi realizada a imunofenotipagem com marcagao extra
e intracelular e as células foram adquiridas no citémetro Cytoflex da Plataforma Multiusuarios

da Fiocruz RJ e as amostras foram analisadas no software Kaluza.

RESULTADOS

Avaliacéo dos niveis de expressdo da molécula inibitéria PD-1 na subpopulacéo de células T CD4* frente ou
néo (BG) ao estimulo com antigenos de L. infantum. (A) Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI) de PD-
1" em células T CD4* e (B) MFI integrado (iMFI — multiplicacdo do MFI de PD-1* em células T CD4 pelos

% de PD-1* nesta mesma populagéo):
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Figura 1: observa-se que todos os grupos avaliados apresentam niveis de expressdo de PD-1 similares, sejam entre
eles ou seja em comparacdo ao BG. Um discreto aumento significativo foi observado aos 12 mpt do grupo NR
frente ao estimulo em comparagéo ao BG.

Avaliacdo da capacidade linfoproliferativa e/ou de producdo de IFN-y em células T potencialmente
exaustas, através dos fenotipos BrdU'PD-1*; IFN-y*'PD-1* ¢ BrdU'IFN-y* em PD-1", frente ou ndo (BG) ao

estimulo com antigenos de L. infantum:
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Figura 2: avaliando os percentuais de células BRDU*PD-1* (A), observamos um aumento significativo no grupo
NR aos 12mpt frente ao estimulo comparado pelo BG. Na figura B, um resultado similar pode ser visto nos
percentuais de células IFN-y*PD-1*, que embora nao significativo, foi mais alto que o BG em todas as fases. Um
aumento significativo frente ao estimulo também foi observado no pds-tto e aos 12 mpt do grupo NR em
comparacdo ao CN. Esse mesmo resultado se mantém quando avaliamos a dupla funcionalidade de células
exaustas, ou seja, BRDU*IFN-y* dentro das células TCD4* PD-1*, frente ao estimulo, observado na figura C.



Avalia¢do da capacidade linfoproliferativa e/ou de producdo de IFN-y em células T potencialmente
exaustas, através dos fenotipos BrdU'PD-1*; IFN-y"'PD-1* ¢ BrdU'IFN-y" em PD-1", frente ou ndo (BG) a0
estimulo com antigenos de L. infantum (Li) pela estratégia de fold change (Li/BG):
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Figura 3: os resultados dentro da subpopulagdo de células T CD4* foram confirmados pela estratégia de fold change
(Li/BG). Sobretudo aos 12mpt do grupo LV-NR em comparacao ao grupo CN.

DISCUSSAO

Os resultados demonstram que, dentre os pacientes LV-NR, os linfocitos T CD4*
potencialmente exaustos (PD-1%) especificos aos antigenos de Leishmania infantum parecem
preservar a sua funcionalidade, mesmo diante do contexto de ativacdo imune cronica
caracteristico da leishmaniose visceral. Esse achado é relevante diante de evidéncias anteriores
que associam 0 aumento da expressao de PD-1 a reducdo da resposta efetora de células T, mais
especificamente quanto a diminuicdo da producdo de IFN-y durante a infeccdo por L. infantum,
em células T CD8* como demonstrado nos estudos de Gautam et al.'° De maneira semelhante,
estudos mais recentes conduzidos por Takele et al.,!' observaram alteragoes relacionadas a
expressdo de PD-1 em pacientes coinfectados (HIV-Leishmania), especialmente entre aqueles
que apresentavam recidivas da doenga. No presente estudo, a preservacdo da funcionalidade
dos linfocitos T CD4" PD-1%, observada entre pacientes que se mantém em remisséo clinica,
pode indicar que essas células, ainda que potencialmente exaustas e mesmo diante da exposi¢ao
antigénica persistente, sdo capazes de proliferar e produzir IFN-y. Assim, a manutenc¢do da
capacidade efetora dos linfécitos T CD4* PD-1* pode representar um componente da resposta

imune associado a protecdo contra a ocorréncia de recidivas.

CONCLUSAO
Diante dos achados, podemos concluir que os resultados indicam que, apesar da

expressdo elevada do marcador inibitério PD-1%, coerente com o grau de ativagdo cronica,



pacientes LV-NR mantém uma resposta funcional de células T CD4* especificas contra L.

infantum, sugerindo que a preservacdo da capacidade efetora pode estar associada ao controle

parasitario e a protecdo contra recidivas da LV.
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