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RESUMO 

 

sCD163 como biomarcador de gravidade em Hanseníase e Leishmaniose Visceral. 

Ricardo Luís Louzada da Silva. Aracaju-SE, 2016. 

 

O marcador CD163, receptor para o complexo Haptoglobina-Hemoglobina, é expresso 

em monócitos/macrófagos e neutrófilos. Sua forma solúvel (sCD163) tem sido associada 

com o fenótipo de macrófagos M2, que modulam negativamente a resposta inflamatória 

e descritos como relacionados à apresentação Virchowiana da Hanseníase bem como à 

Tuberculose. Este trabalho se baseou na hipótese de que sCD163 poderia se correlacionar 

com a gravidade de doenças provocadas por patógenos intracelulares. O objetivo geral 

foi verificar a presença e caracterizar a associação do marcador CD163 com apresentação 

clínica da Hanseníase e Leishmaniose Visceral (LV). Soros de pacientes com diferentes 

formas clínicas de hanseníase (n = 47), e de pacientes com LV foram testados para a 

presença do sCD163. Foram comparadas as concentracões do sCD163 entre as formas 

clínicas da hanseníase (Indeterminada - HI, Tuberculóide - HT, Dimorfa - HD e 

Virchowiana - HV). A presença do sCD163 foi também avaliada nos soros de pacientes 

com LV (n = 46) no D0 (antes do tratamento) (n = 33), D30 (pós-tratamento) (n = 19) e 

comparada entre os pacientes no D0 com LV grave (n = 13). Foram observados altos 

níveis do sCD163 nos soros dos pacientes com hanseníase em comparação com controles 

contactantes, e confirmou-se a associação desta molécula com a forma HV. Curvas ROC 

demontraram alta sensibilidade e especificidade da dosagem desta molécula para a 

associação com a forma mais grave HV da doença. Na LV, foram observadas 

concentrações elevadas do sCD163 no D0, sendo estas ainda mais elevadas nos pacientes 

com LV grave. Além disso, observou-se redução do sCD163 após o tratamento (D30). 

Análises de correlação confirmaram inter-relação entre o biomarcador e parâmetros de 

gravidade da LV, sendo observadas correlacões diretas entre as concentrações de sCD163 

e as medidas do fígado e do baço. Curva ROC, também confirmou a associação entre o 

nível sérico alto desta molécula com a forma mais grave da LV. Adicionalmente, há uma 

redução significativa do sCD163 com cura clínica pós-tratamento. Experimentos in vitro 

indicaram indução da expressão de CD163 na superfície de macrófagos e neutrófilos por 

Leishmania amazonensis, sugerindo que estas células sejam possíveis fontes para a 

molécula sérica encontrada nos pacientes com LV. Não houve diferenças nos níveis de 

haptoglobina, heme-oxigenase-1 e arginase-1 entre os pacientes com LV clássico e LV 

grave. Em conjunto, esses dados um possível papel da molécula de sCD163 como 

biomarcador de doença e de gravidade na hanseníase e LV, e sugere um papel da 

leishmania na indução da expressão dessa molécula. Além disso, os achados sugerem que 

CD163 pode serum marcador de macrófagos e neutrófilos M2 e N2, os quais podem 

modular a resposta imune e contribuir para a apresentação clínica de infecções por 

patógenos intracelulares. 

Palavras-chave: CD163, Leishmania, Macrófagos, Neutrófilos, Hanseníase  



ABSTRACT 

 

sCD163 as a severity biomarker for Leprosy and Visceral Leishmaniasis. Ricardo 

Luís Louzada da Silva. Aracaju-SE, 2016 

 

CD163, the receptor for haptoglobin–hemoglobin complex, is expressed on 

monocytes/macrophages and neutrophils. A soluble form (sCD163) has been associated 

with the M2 macrophage phenotype. M2 macrophages down-modulate the inflammatory 

response and has previously been described in the most severe, lepromatous (LL) clinical 

presentation of leprosy as well as tuberculosis. We hypothesized that sCD163 would 

correlate with severity of diseases caused by intracellular pathogens. Our general 

objective was to verify the presence of sCD163 in sera of Leprosy and Visceral 

leishmaniasis (VL) patients. Sera of patients with diferent clinical forms of leprosy (n = 

47), and VL (n = 65) were tested for the presence of sCD163. The levels of sCD163 were 

compared in the diferent clinical forms of leprosy (Indeterminate - IL, Tuberculoid-TL, 

Boderline-BL and Lepromatous leprosy-LL). The levels of sCD163 were also compared 

in sera of VL patients before treatment (D0) (n = 46), and at D30 post treatment (n = 19), 

and also compared at D0, between patients with classical VL (n = 33) and severe VL (n 

= 13). High levels of sCD163 were detected in sera from leprosy patients as compared to 

contact controls, and confirmed the association of sCD163 with LL leprosy, finding it at 

elevated levels in this clinical form. ROC curves showed high sensitivity and specificity 

for the association between higher levels of this molecule with the most severe LL clinical 

form. VL patients also presented with high levels of sCD163 in sera at D0 as compared 

with healthy individuals, and even higher in sera from severe VL patients. Further 

stratification on infection and disease status revealed a clear association with clinical 

parameters of disease severity and clinical cure, with a direct correlation sCD163 

concentration and liver and spleen sizes. ROC curves also demonstrated high sensitivity 

and specificity of this molecule to associate this molecule with disease severity of VL. 

Additionally, sCD163 concentrations reduces after treatment (D30). In vitro cultures 

indicated that Leishmania infection induced CD163 expression on the surface of 

monocyte/macrophages and neutrophils, suggesting these cells as possible sources of 

sCD163 in the sera. Interestingly, the association of sCD163 levels with disease status 

was not mirrored by levels of haptoglobin, heme-oxygenase, or arginase. Taken together, 

our data support the use of sCD163 as a biomarker of disease and severity in both leprosy 

and VL, and indicate a role of Leishmania infection in induce the expression of CD163 

in macrophages and neutrophils. This data also suggest CD163 as a marker for M2 and 

N2, which down modulate inflammatory responses and interfere in the outcome of 

intracellular infections and the severity of their associated diseases. 

 

Key words: CD163, Leishmania, Macrophages, Neutrophils, Leprosy 
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1 – INTRODUÇÃO 

  

A resposta imune exerce um importante papel no reconhecimento e resposta a 

agentes agressores. Em diversas situações, a ausência de doença resulta de um equilíbrio 

entre a resposta inflamatória e anti-inflamatória, pois o excesso de resposta pode levar a 

lesão tecidual e fenômenos de autoimunidade ou hipersensibilidade. Nesse contexto, tanto 

a resposta imune inata quanto a adaptativa têm mecanismos de regulação negativos 

importantes para evitar uma intensa agressão tecidual (Gurung e Kanneganti, 2015). 

Na resposta imune inata, os fagócitos são células atraídas muito cedo em resposta 

a substâncias quimiotáticas dos patógenos ou a quimiocinas da própria resposta imune. 

As agressões ao tecido que levam a liberação de autoantígenos, a exemplo de 

hemoglobina, albumina, colágeno, DNA, habitualmente não devem induzir resposta 

inflamatória, ao contrário, induzem sinais que modulam negativamente a resposta imune. 

No entanto, os patógenos, os quais tem padrões moleculares específicos (Padrões 

Moleculares Associados a Patógenos - PAMPs) e diferentes dos de nossas células, 

induzem a ativação dos fagócitos, expressão de moléculas sinalizadoras e liberação de 

citocinas que estimulam a resposta inflamatória. Algumas moléculas dos patógenos 

podem ter efeitos supressores dessa resposta e não ativar a resposta imune, ou podem 

estimular produção de mediadores anti-inflamatórios, a exemplo da IL-10 (Gurung e 

Kanneganti, 2015). 

A resposta imune adaptativa, cujas células principais são os linfócitos, tem ainda 

maior plasticidade de reconhecimento e possibilidades de diferenciação em subtipos que 

modulam positivamente ou negativamente a resposta imune a diferentes tipos de 

patógenos. Além disso, geram memória para que haja resposta mais rápida em uma nova 

exposição ao agente infeccioso (Gurung e Kanneganti, 2015). 

Como os macrófagos são também células apresentadoras de antígenos, estes têm 

um papel importante em regular a ativação de linfócitos TCD4+, e diferenciação destes 

em subtipos que irão regular diferentes tipos de resposta imune. Assim, a depender do 

microambiente, os macrófagos podem ser fenotipicamente polarizados para montar 

programas específicos funcionais. Macrófagos polarizados podem ser amplamente 

classificados em dois grupos principais: os macrófagos classicamente ativados (M1), 

cujos estímulos ativadores in vitro são IFN-γ e LPS, e os macrófagos alternativamente 

ativados (M2), subdivididos em M2a (após exposição a IL-4 ou IL-13), M2b 
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(imunocomplexos em combinação com IL-1β ou LPS) e M2c (IL-10, TGF-β ou 

glucocorticóides) (Murray et al., 2014).  

Macrófagos M1 exibem potentes propriedades microbicidas e promovem fortes 

respostas Th1, mediada pela IL-12 e IL-23, enquanto que o fenótipo M2 é geralmente de 

suporte e conduz processos anti-inflamatórios. Macrófagos M2 desempenham um papel 

importante na resolução de inflamação através de altas capacidades endocíticas de 

depuração de moléculas dos tecidos e portanto autoantígenos, acompanhado pela 

secreção reduzida de citocinas pró-inflamatórias (Martinez et al., 2008; Krausgruber et 

al., 2011). 

O CD163 expresso na superfície de macrófagos se liga ao complexo haptoglobin-

hemoglobina (Hp-Hb), internalizando-o por endocitose mediada por receptor (Hwang e 

Greer, 1980; Kristiansen et al., 2001). Primeiramente, a ligação da Hb à Hp tem um efeito 

inibitório às propriedades tóxicas deste complexo e previne a modificação peroxidativa 

da Hb (Buehler et al., 2009). Adicionalmente, a formação do complexo com a Hp impede 

a filtração da Hb nos rins (Kino et al., 1987; Fagoonee et al., 2005) e a entrega aos 

fagócitos que expressam CD163 em sua superfície. E então, a subunidade globina é 

degradada no lisossomo e o grupamento Heme é liberado e convertido em um composto 

menos toxico pela HemeOxigenase-1 (HO-1) no citosol (Belcher et al., 2010; Nielsen et 

al., 2010). 

Um outro papel da proteína CD163 é desempenhado na resposta imunológica. 

Nesse contexto, no qual os macrófagos são adaptados à limpeza tecidual, incluindo 

complexos Hp-Hb, é que pode ocorrer a expressão de CD163 por essas células, que tem 

sido associado ao fenótipo M2.  Esses macrófagos M2 estão associados à modulação 

negativa da resposta imunológica e foram descritos como relacionados a uma 

apresentação mais grave da Hanseníase, a forma Virchowiana (Moura et al., 2012).  

Além disso, esse marcador de superfície pode sofrer proteólise e ser liberado para 

o meio, mediante estímulo anti-inflamatório (Kristiansen et al., 2001), e ser detectado em 

sua forma solúvel (sCD163), sofrendo modulação mediada pela produção de IL-10 

(Philippidis et al., 2004; Moura et al., 2012). Assim, é descrito como marcador para a 

polarização M2 e como sensor para bactérias gram negativas e positivas (Fabriek et al., 

2009; Li et al., 2015). 
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2 – JUSTIFICATIVA 

 

As doenças parasitárias afetam de forma considerável a população mundial e 

dentre elas, as leishmanioses têm um grande impacto na saúde pública global.  As 

leishmanioses são endêmicas em 88 países distribuídos pelas Américas, África, Ásia e 

sul da Europa. A LV responde por cerca de 200.000 a 400.000 dos casos de 

leishmaniose, sendo que mais de 90% destes estão concentrados em Bangladesh, 

Etiópia, Índia, Sudão, Sudão do Sul e Brasil. No Brasil, é frequente a notificação de 

casos de LV nas regiões nordeste, norte, centro-oeste e sudeste, o que demonstra a 

disseminação da doença, inicialmente concentrada na região nordeste do país. 

A forma solúvel sérica do CD163 tem sido descrita como um biomarcador preditor 

de gravidade de uma variedade de doenças inflamatórias, a exemplo de 

glomerulonefrite, esclerose múltipla e doença de Gaucher (Moller et al., 2004; 

Lastrucci et al., 2015; Li et al., 2015; Stilund et al., 2015), bem assim em doenças 

infecciosas por agentes intracelulares, como na Hanseníase e Tuberculose (TB) (Moura 

et al., 2012; Lastrucci et al., 2015). Contudo, não há estudos na literatura sobre o sCD163 

na infecção por Leishmania. Nossa hipótese é que a infecção por Leishmania sp. induz a 

expressão de CD163 em macrófagos, sendo esta um marcador de permissividade à 

infecção e que a sua forma solúvel pode ser utilizada como biomarcador de doença e 

gravidade. Então nosso objetivo geral é verificar a presença e caracterizar a associação 

do marcador sCD163 com a apresentação clínica da Hanseníase e Leishmaniose Visceral 

e se a infecção por Leishmania sp é capaz de induzir a expressão do CD163 em fagócitos 

humanos. 
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3 -  REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 - Hanseníase 

 

3.1.1- Hanseníase – Aspectos Gerais 

 

Hanseníase é uma doença infecciosa causada pelo Mycobacterium leprae (M. 

leprae), transmitido por via respiratória, com que o homem tem convivido a milhares de 

anos. A doença atinge principalmente a pele e os nervos, provocando em muitos casos, 

deformidades graves, motivo de um forte estigma social (Richardus e Habbema, 2007; 

Alter et al., 2008). São descritos cerca de 500 a 700 mil novos casos da doença no mundo 

e sua completa extinção não acontecerá com facilidade, apesar do uso de esquemas 

terapêuticos com múltiplas drogas eficazes (Britton e Lockwood, 2004; Scollard et al., 

2006). No Brasil a incidência é de 18,2 pacientes por 100.000 habitantes. Em Sergipe, 

dados publicados pelo nosso grupo mostram uma inciênica de 18,4/100.000 em 2010. No 

entanto, taxas hiperendêmicas (> 40/100,000) foram observadas em 8 municípios em 

2010 (De Oliveira et al., 2012).  

 

3.1.2 - Formas clínicas e imunopatogênese da hanseníase 

 

A classificação clínica na Hanseníase considera 6 formas clínicas: indeterminada, 

tuberculóide, Virchowiana, e as formas dimorfas (dimorfa tuberculóide, dimorfa dimorfa 

e dimorfa Virchowiana).  

A forma indeterminada (HI) caracteriza-se pela presença de manchas 

hipocrômicas com distúrbios de sensibilidade, queda de pêlos e ausência de horripilação. 

Não há comprometimento de troncos nervosos e os indivíduos não são contagiantes. A 

forma tuberculóide (HT) se caracteriza por lesões cutâneas tipo pápulas ou placas 

delimitadas com elevação nas bordas, eritêmato-acastanhadas. Pode haver neuropatia 

periférica que se inicia com a infecção, perpetuando-se por vários anos após a cura clínica 

da lesão, podendo trazer seqüelas que levam a debilidade física (Scollard et al., 2006; 

Scollard, 2008a). Esta forma clínica esta associada à resposta imune mediada por células 

Th1, produtoras de IFN-γ, TNF-α e IL-2, que limitam com sucesso a replicação da 

bactéria, sendo uma forma não contagiante (Alter et al., 2008).  
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Na Hanseníase Virchowiana (HV), as lesões cutâneas têm limites imprecisos e 

uma tonalidade ferruginosa típica. Quando há uma infiltração acentuada na face, com 

acentuação dos sulcos naturais, configura-se a “facies leonina”. Esta forma clínica é 

multibacilar e a mais contagiante da doença. Neste caso existe uma ativação da resposta 

Th2, produtora das interleucinas IL-4 e IL-13 (Alter et al., 2008) e T regulatória, 

produtora de IL-10 (Gulia et al., 2010; Palermo et al., 2012), que suprimem a resposta 

Th1, propiciando a replicação da bactéria com contínua infiltração na pele e nervos.  

Na Hanseníase Dimorfa (HD), os casos típicos (Dimorfa dimorfa), apresentam-se 

com placas com uma área central circular de pele hipocrômica bem delimitada, e que se 

difunde na periferia, perdendo os seus limites na pele (lesões “esburacadas” ou “em queijo 

suíço”). A carga bacilar tende a ser alta, sendo uma forma contagiosa. Os nervos 

periféricos são comprometidos com freqüência. A neuropatia periférica pode se perpetuar 

por vários anos após a cura clínica da lesão, podendo evoluir com seqüelas. A forma 

dimorfa pode apresentar-se com lesões que lembram as da forma tuberculóide (Dimorfa 

tuberculóide - HDT), ou as da forma Virchowiana (Dimorfa Virchowiana - HDW) 

(Scollard et al., 2006).  

O curso da infecção é dependente da resposta imunológica do hospedeiro, a qual 

é influenciada por fatores genéticos. Indivíduos com as formas multibacilares não 

produzem IFN-γ e ativação de macrófagos está comprometida, o M. leprae prolifera e se 

dissemina. Entretanto, na forma tuberculóide há produção de IFN-γ e TNF-α, mas 

observa-se também o desenvolvimento de lesões, embora sejam paucibacilares (Mempel 

et al., 2000; Britton e Lockwood, 2004; Scollard et al., 2006; Scollard, 2008b).  

Alguns aspectos da imunopatogênese da doença permanecem ainda obscuros, a 

exemplo da participação de elementos da resposta imune inata e de células Th17 e T 

regulatórias no curso clínico da doença. Dentre os elementos da imunidade inata, as 

células apresentadoras de antígenos são importantes na definição do tipo de resposta 

imune adaptativa que irá se desenvolver. Citocinas da resposta imune inata, como a IL-6, 

IL-4, IL-8 e da família da IL-12 (IL-18, IL-23, IL-27), produzidas durante a apresentação 

de antígenos, quando há interação entre as células APC com linfócitos T CD4+, podem 

desencadear respostas distintas de células da resposta imune adaptativa por interferência 

na diferenciação de células T (Hunter et al., 2004; Hunter, 2005; Kastelein et al., 2007). 

Além disso, suas produções são orquestradas de formas distintas a depender do patógeno.  

 

3.2 - Leishmaniose visceral 
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3.2.1 - Leishmanioses –Aspectos gerais 

 

As leishmanioses são endêmicas em 88 países distribuídos pelas Américas, África, 

Ásia e sul da Europa (Pace, 2014). Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) 

(2014) as leishmanioses podem se manifestar sob três formas clínicas principais:  a 

leishmaniose cutânea (LC), a mucocutâena (LMC) e a visceral (LV) também conhecida 

como Calazar. Nas suas diferentes formas clinicas, afetam aproximadamente 12 milhões 

de pessoas no mundo, estando 350 milhões expostas ao risco de contrair doença. Estima-

se uma incidência anual de 1,2 milhões de casos, com 20.000 a 30.000 mortes em 

decorrência da doença. A LV responde por cerca de 200.000 a 400.000 dos casos de 

leishmaniose, sendo que mais de 90% destes estão concentrados em Bangladesh, Etiópia, 

Índia, Sudão, Sudão do Sul e Brasil ((Who), 2012). No Brasil, é frequente a notificação 

de casos de LV nas regiões nordeste, norte, centro-oeste e sudeste, inicialmente 

concentrada na região nordeste do país, os dados mais recentes mostram a disseminação 

da doença no páis (Alves, 2009; Karagiannis-Voules et al., 2013). Acredita-se que fatores 

como a alta capacidade adaptativa do inseto vetor Lutzomia longipalpis, principal 

responsável pela transmissão da doença no Brasil (Lainson e Rangel, 2005). As 

constantes migrações internas e crescente urbanização dessas regiões, provavelmente 

tenham contribuído para a rápida expansão da doença.   

A apresentação clínica da doença está diretamente associada ao tropismo da 

espécie do parasito e à resposta imune do hospedeiro, eficiente ou não no combate ao 

protozoário (Alvar et al., 2006; Banuls et al., 2007). A LC é caracterizada pelo 

aparecimento de úlceras nas partes expostas do corpo, sobretudo face, pernas e braços, 

podendo estas lesões serem brandas e auto resolutivas ou graves. Em alguns casos, a LC 

pode acometer as mucosas e evoluir para a forma mucocutânea ou mucosa (Silveira et 

al., 2004). A LV, a forma mais grave da doença, está associada aos parasitos do complexo 

Leishmania donovani, os quais possuem tropismo pelas células do sistema reticulo 

endotelial, principalmente do baço, do fígado e da medula óssea (Lukes et al., 2007). De 

acordo com as manifestações clínicas e laboratoriais apresentada pelos pacientes, a LV 

pode ser classificada nas formas: assintomática; oligossintomática e clássica (LV) 

(Badaro et al., 1986).  

 A forma assintomática é caracterizada pela ausência de sinais e sintomas 

associada à presença de teste de hipersensibilidade ao antígeno de Leishmania positivo 
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(DTH ou Teste de Montenegro), sendo a forma mais comum da infecção. Segundo Lima 

et al (2012), cerca de 40% dos moradores de áreas endêmicas são DTH positivos, os quais 

estão frequentemente associados com a presença de paciente com a forma clássica na 

família ou na vizinhança (Lima et al., 2012). Carvalho et al (1992), demonstraram em um 

estudo de Coorte, que indivíduos com soroconversão recente e assintomáticos que 

desenvolviam uma resposta imune mediada por células com perfil Th1 não evoluíram 

para LV e apresentaram posteriormente o DTH positivo, enquanto que aqueles que não 

apresentaram esta resposta evoluíram para a forma clássica da doença (Carvalho et al., 

1992).   

Na forma oligossintomática, também denominada subclínica, os indivíduos 

frequentemente apresentam sintomas leves como diarreia, mal-estar e febre baixa.  Na 

maioria dos casos há discreto aumento do tamanho do fígado e o baço não é palpável. Em 

geral, apresentam DTH positivo, hemograma e provas de função hepática pouco 

alteradas. Essa forma clínica pode progredir para a cura clinica espontânea ou progredir 

para a LV clássica, forma mais grave da doença (Badaro et al., 1986).  

A forma clássica da doença é caracterizada pela presença de febre, anorexia, 

caquexia, hepatoesplenomegalia e hipergamaglobulinemia, além de alterações 

hematológicas tais como anemia, leucopenia e plaquetopenia, podendo associar-se a 

episódios hemorrágicos (Badaro et al., 1986; Pastorino et al., 2002). As dosagens de AST 

(aminotransferase de aspartato) e ALT (aminotransferase de alanina) estão 

frequentemente alteradas, evidenciando a ocorrência de disfunção hepática. Nessa forma 

clínica, há deficiência na resposta imune mediada por células (Th1) o que favorece a 

disseminação do parasito no hospedeiro, principalmente no baço, fígado, linfonodos e 

medula óssea.  Os indivíduos com essa forma apresentam também teste de 

hipersensibilidade ao antígeno de Leishmania negativo. Além disso, esses pacientes 

apresentam um quadro de ativação policlonal de linfócitos B, com produção acentuada 

de anticorpos e hipergamaglobulinemia, além de liberação de diversos produtos da 

resposta imune, incluindo citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias. Caso não seja 

adequadamente tratada, a LV pode levar o indivíduo ao óbito, principalmente devido a 

infecções secundárias (Oliveira et al., 2010).  

Sampaio et al. (2010) descreveram score clínico, ou biomarcadores de gravidade, 

que se mostrou útil e eficiente para diferenciar casos de LV Grave, com o objetivo de 

facilitar a tomada de decisão durante o diagnóstico e inclui: contagem de plaquetas 

<50,000/mm3, hemorragia, infecções bacterianas, contagem de neutrófilos <500/mm3, 
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dispnéia e icterícia. Ademais, Dos Santos et al (2016) encontraram altas concentrações 

de IL-6, IL-27 and sCD14 em pacientes com LV Grave, também descrevendo esses 

fatores solúveis como biomarcadores de gravidade da doença. Além disso, esses autores 

determinaram um ponto de corte em que dosagens de IL-6 acima de 200 pg/ml estavam 

fortemente associadas com a morte dos pacientes. 

Além disso, existem dados da literatura descrevendo uma variedade de 

biomarcadores ainda experimentais para diagnóstico da LV, entretanto ainda poucos 

possuem uma relação de sensibilidade e especificidade avaliável para comparação entre 

eles. O trabalho de Kip et al (2015) sumarizou o conhecimento acerca desses marcadores 

separando entre moléculas relacionadas ao parasito em si, moléculas relacionadas às 

células imunes, proteínas de fase aguda e especificamente citocinas. Em destaque, 

podemos evidenciar receptores solúveis derivados de macrófagos, passíveis de detecção 

sérica em pacientes: sCD14, sCD26, sCD30, sIL-2R e sIL-4R, entre outros (Kip et al., 

2015). 

 

3.2.2 - Ciclo biológico do parasito 

 

 As Leishmanias são parasitos unicelulares, heteroxênicos que durante o seu ciclo 

de vida alternam entre duas formas evolutivas: promastigota flagelada, encontrada no 

inseto vetor, e uma forma amastigota intracelular arredondada, encontrada principalmente 

em macrófagos do hospedeiro vertebrado, mais frequentemente homem, o cão e alguns 

marsupiais (Handman, 1999). O ciclo biológico inicia-se com repasto sanguíneo da fêmea 

do inseto, em um animal infectado, ingere as formas amastigotas presentes nos 

macrófagos do sangue ingerido. No lúmen intestinal do inseto vetor, ocorre o rompimento 

dos macrófagos, liberando as formas amastigotas que se transformam, em promastigotas 

procíclicas. Estas formas se dividem rapidamente, causando o rompimento da membrana 

peritrófica, permitindo que o parasito colonize o trato digestivo do flebotomíneo onde se 

transformam em promastigotas metacíclicas, as quais são as formas infectantes do 

parasito (Lainson e Shaw, 1988). Ao realizar um novo repasto sanguíneo, as 

promastigotas metacíclicas, presentes no trato digestivo anterior do flebótomo, são 

inoculadas em um novo hospedeiro vertebrado.  

No hospedeiro vertebrado, as promastigotas metaciclicas são fagocitadas por 

macrófagos teciduais e neutrófilos. No fagossomo, estas se diferenciam em amastigotas. 

O vacúolo fagocitário se funde com o lisossomo, formando o fagolisossomo, onde as 
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formas amastigotas sofrem várias divisões binárias levando ao rompimento das células. 

Por sua vez, as amastigotas liberadas podem se converter em promastigotas novamente e 

parasitar novos macrófagos, e assim, serem ingeridas durante novo repasto sanguíneo do 

flebotomíneo, reiniciando o ciclo (Rittig e Bogdan, 2000).  

 

3.2.3 - Aspectos imunológicos na leishmaniose visceral humana 

 

Em hospedeiros vertebrados, a Leishmania é um parasito intracelular e dessa 

forma, a imunidade mediada por células efetoras do subgrupo Th1 é o principal 

mecanismo de defesa contra o parasito, sendo fundamental na proteção contra à doença 

(Solbach e Laskay, 1995).  

A resposta Th1 é caracterizada pela secreção de citocinas inflamatórias 

especialmente IFN-γ, o TNF-α e a IL-12 (Scott et al., 1989; Alexander e Bryson, 2005). 

Essas citocinas estão envolvidas na ativação de macrófagos e consequente produção de 

moléculas microbicidas tais como as espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, essenciais 

para a eliminação do parasito (Liew et al., 1990; Lima-Junior et al., 2013).  No entanto, 

a LV é uma doença caracterizada por uma deficiência na resposta imune mediada por 

células (Th1) frente ao antígeno de Leishmania (Carvalho et al., 1989). Pacientes 

acometidos pela infecção apresentam o teste de hipersensibilidade tardia para o antígeno 

de Leishmania (teste de Montenegro) negativo e as células mononucleares do sangue 

periférico desses pacientes não produzem IFN-γ, IL-2 e IL-12 quando estimuladas in vitro 

com antígeno de Leishmania (Carvalho et al., 1988; Carvalho et al., 1989). Além disso, 

foi demonstrado em estudo prospectivo, que na soroconversão, a ausência de proliferação 

e da produção de IFN-γ são marcadores de evolução para a doença, enquanto que a 

presença desta resposta está associada à forma assintomática (Carvalho et al., 1992).  

A hipótese mais aceita é que haja uma supressão da resposta imune, mediada pela 

citocina anti-inflamatória IL-10, a qual suprime a ação das citocinas pró-inflamatórias, 

contribuindo com a proliferação do parasito e o desenvolvimento da doença (Gama et al., 

2004; Nylen e Sacks, 2007).  Pacientes com a forma ativa da doença apresenta altas 

concentrações séricas da citocina IL-10, a qual acredita-se, estar associada à supressão da 

resposta Th1 e consequente desenvolvimento e progressão da doença (Nylen e Sacks, 

2007). Elevados níveis séricos de IL-10, bem como elevados níveis de RNAm de IL-10 

no baço e na medula óssea, são encontrados nesse pacientes (Karp et al., 1993; Nylen et 

al., 2007; Khoshdel et al., 2009).  
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Além disso, já foi descrito uma correlação positiva entre os níveis sanguíneos de 

IL-10 com a carga parasitária (Verma et al., 2010).  A IL-10 é uma citocina regulatória 

produzida por vários tipos celulares, especialmente por células T regulatórias e 

macrógafos M2, atuando de forma antagônica ao IFN-γ, uma vez que suprime as respostas 

das células Th1, inibindo as funções leishmanicidas dos macrófagos (Nylen e Sacks, 

2007; Moura et al., 2012).  

Após o tratamento e cura clínica, os pacientes com a forma clássica da LV 

frequentemente se tornam resistentes a reinfecção, bem como suas células in vitro 

restauram a capacidade de proliferar e produzir IFN-γ frente ao antígeno de Leishmania 

(Carvalho et al., 1989). Além disso, tornam-se positivos para o teste cutâneo de 

hipersensibilidade tardia (DTH) em resposta ao antígeno solúvel de Leishmania (SLA) in 

vivo (teste de Montenegro) (De Andrade et al., 1982). 

Portanto, estudos investigando o papel da diferenciação de diferentes células, 

como macrófagos e neutrófilos em populações anti-inflamatórias, bem como a descoberta 

de novos biomarcadores para essa diferenciação, se tornam imprescindíveis para a 

construção do conhecimento acerca da evolução, piora ou cura da LV. 

 

3.3 - Diferentes subpopulações de macrófagos na resposta imune à infecções 

 

O macrófago é uma célula apresentadora de antígenos (APC) e indutora da 

resposta imune adaptativa. Foram descritos subtipos diferentes de macrófagos, os quais 

podem induzir respostas distintas de células Th, a depender dos sinais que estes produzam 

durante a apresentação do antígeno às células T. Além disso, a resposta efetora dos 

macrófagos pode ser ativada após a ativação dos linfócitos Th1, com a produção de IFN-

 e TNF-, citocinas que potencializam a atividade macrofágica e são fundamentais para 

o desenvolvimento dos mecanismos de defesa do hospedeiro contra os agentes 

intracelulares (Mege et al., 2011). 

Em relação à regulação da diferenciação dos subtipos diferentes de macrófagos, 

eles podem ser fenotipicamente polarizados pelo microambiente para montar programas 

específicos funcionais. Macrófagos polarizados podem ser amplamente classificados em 

dois grupos principais: os macrófagos classicamente ativados (M1), cujo protótipo 

estímulos ativadores são IFN-γ e LPS, e os macrófagos alternativamente ativados (M2), 

subdivididos em M2a (após exposição a IL-4 ou IL-13), M2b (imunocomplexos em 

combinação com IL-1β ou LPS) e M2c (IL-10, TGF-β ou glicocorticóides). M1 exibem 
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potentes propriedades microbicidas e promovem fortes respostas Th1, mediada pela IL-

12 e IL-23, enquanto que o fenótipo alternativo M2 é geralmente de suporte e conduz 

processos anti-inflamatórios com uma resposta Th2. Macrófagos M2 desempenham um 

papel importante na resolução de inflamação através de altas capacidades endocíticas de 

depuração, acompanhado pela secreção reduzida de citocinas pró-inflamatórias (Martinez 

et al., 2008; Krausgruber et al., 2011). 

Após ativados, os macrófagos desempenham um papel fundamental no processo 

inflamatório em diferentes tecidos. Eles são capazes de secretar citocinas pró-

inflamatórias e substâncias com ação microbicida, a exemplo de IL-1, TNF-α, IL-6, IL-

8, MCP-1, radicais livres do oxigênio, proteases e outras enzimas (Lee et al., 1985), 

atuando como “células efetoras”, que podem fagocitar e destruir o patógeno indesejado. 

Vários processos celulares começam após a ativação dos macrófagos, incluindo a 

produção de enzimas de degradação fagolisossomais (ex: proteases, nucleases, fosfatases, 

lípases e esterases), ativação do metabolismo oxidativo com produção de superóxido (O2) 

e a produção de óxido nítrico (NO) (Van Assche et al., 2011).  

Macrófagos M1 e M2 possuem perfis distintos de produção de citocinas e 

quimiocinas, metabolismo e expressão de fatores de transcrição (Mantovani et al., 2004; 

Tomioka et al., 2012; Murray et al., 2014). Macrófagos M2 tem papeis importantes na 

manutenção da homeostase e na resposta imune Th2, como contribuir para a morte de 

parasitos encapsulados, promoção do crescimento de tumores, reparação tecidual e 

remodelamento, além de papel imunorregulatório e anti-inflamatório (Gordon, 2003; 

Katakura et al., 2004; Gordon e Taylor, 2005; Tomioka et al., 2012). Além do mais, tem 

sido descrito que macrófagos M2 inibem a ativação de M1 através de CCL17 e IL-10 

(Katakura et al., 2004; Tomioka et al., 2012). 

A permanência de parasitos dentro de macrófagos é determinada pelo balanço 

entre a habilidade da resposta imune em ativar macrófagos infectados e a habilidade dos 

mecanismos evasivos dos parasitos (Mukbel et al., 2007), bem como o microambiente 

pode influenciar em sua polarização e função efetora (Martinez et al., 2009). 

Quanto a interação de macrófagos com parasitos do gênero Leishmania, a 

interação inicial da forma promastigota com o macrófago ocorre através do flagelo do 

parasito. Essa interação pode desencadear a liberação de fatores intracelulares para 

sobrevivência do parasito e modulação da capacidade fagocítica do macrófago (Rotureau 

et al., 2009; Podinovskaia e Descoteaux, 2015). Promastigotas de Leishmania donovani, 

mortos por glutaraldeído, ou parasitos com mobilidade inibida por fármacos, não são 
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internalizados por macrófagos murinos derivados de medula óssea (Forestier et al., 2011; 

Podinovskaia e Descoteaux, 2015), destacando a importância do flagelo do parasito para 

os eventos iniciais da infecção de macrófagos.  

Diferentes espécies de Leishmania interagem com uma variedade de receptores 

dos macrófagos, incluindo receptores de complemento (CR), receptores de manose, 

fibronectina e receptores Fcγ (FcγRs) (Ueno e Wilson, 2012; Podinovskaia e Descoteaux, 

2015). A escolha do receptor pode impactar no curso da infecção. Internalização mediada 

por CR via CR3 e CR1 inibe a inflamação e produção de superóxido, bem como o 

acúmulo de marcadores lisossomais, como LAMP1 e Catepsina D. Isso pode criar 

condições mais favoráveis para o parasito dentro do fagossomo dos macrófagos. 

Entretanto, em associação com receptores fibronectina, condições inflamatórias mais 

intensas podem resultar na eliminação do parasito. Sinalização via receptores de manose 

pode desencadear vias inflamatórias e transporte mais eficiente de enzimas hidrolíticas 

para o fagolisossomo. Interações do parasito com receptores FcγR levam a uma ativação 

aumentada de NADPH oxidase nos fagossomos recém-formados (Ueno e Wilson, 2012; 

Podinovskaia e Descoteaux, 2015). 

A diferenciação de promastigotas para amastigota está associada com a redução 

da taxa de crescimento e a indução de um estado metabólico caracterizado pela 

diminuição do influxo e da utilização de glicose e aminoácidos, redução da secreção de 

ácidos orgânicos e aumento da β-oxidação de ácidos graxos. O catabolismo de hexoses e 

de ácidos graxos promove substratos para a síntese de glutamina, que é essencial para o 

crescimento e sobrevivência dos amastigotas. Amastigotas diferenciados in vitro 

apresentam um perfil metabólico similar ao de amastigotas provenientes de lesões, 

sugerindo que essa diferenciação está mais fortemente relacionada com os sinais de 

diferenciação do que com a disponibilidade de nutrientes (Saunders et al., 2014; 

Podinovskaia e Descoteaux, 2015). Tais mudanças facilitam a sobrevivência dos 

amastigotas em um nicho intracelular pobre em nutrientes. 

O macrófago é uma célula extremamente plástica e responsável pela função 

homeostática de limpar os tecidos de células mortas e debris celulares em seu estado de 

repouso, já suas propriedades microbicidas e de apresentação de antígenos surgem em 

sua forma ativada. A ativação clássica por IFN-γ (M1) leva a uma resposta inflamatória 

que inibe o crescimento da Leishmania, ao invés da ativação alternativa (M2), por IL-4, 

que inibe a inflamação através da produção de IL-10 e estimula o crescimento do parasito 

(Liu e Uzonna, 2012; Podinovskaia e Descoteaux, 2015). 
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Essa polarização é determinante na resposta imune no curso da hanseníase (Figura 

1), determinando a gravidade da doença e seu fenótipo clínico, paubacilar e multibacilar. 

Observações sugerem que um dos principais fatores que determinam a imunomodulação 

responsável pelo fenótipo multibacilar é a intensa produção de IL-10 por macrófagos M2 

(Bleharski et al., 2003). Ademais, estudos de expressão gênica mostraram que o perfil de 

expressão de biópsias de lesões lepromatosas foi enriquecido de genes marcadores de 

resposta imune por macrófagos M2, marcadores como CD36, CD163 e receptores de 

macrófagos com estrutura de colágeno (MARCO) (Montoya et al., 2009).  

 

 

Figura 1. Representação esquemática da influência da polarização de macrófagos na 

imunopatologia da Hanseníase. Em pacientes com hanseníase tuberculóide (HT), a 

resposta imune inata é ativada através de receptores do tipo Toll (TLR2/1) para matar M. 

leprae. A IL-15 induz a atividade antimicrobiana dos macrófagos induzindo o programa 

antimicrobiano dependente de vitamina D e inibe a fagocitose de micobactérias. Estes 

macrófagos com perfil M1 ativam a diferenciação de células T em Th1, produtoras de 

IFN-γ, IL-2, TNF, e IL-15, que contém a infecção em granulomas bem formados. (B) Em 

pacientes com hanseníase virchowiana (HV), IL-4, IL-10 e ativação de receptores da 
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subfamília A membro 2 de imunoglobulina (LILRA2) e fosfolipídos oxidados inibem as 

respostas induzidas por receptores TLR2/1,  incluindo a liberação de IL-12, mas preserva 

a libertação de IL-10. Além disso, os complexos imunes desencadeiam a produção de IL-

10 e aumentam a fagocitose de M. leprae, ApoB, e fosfolípidos oxidados por macrófagos, 

através dos receptores CD209 e CD163, não havendo  ativação da via antimicrobiana 

dependente de vitamina D, e resultando na formação de macrófagos espumosos. A 

aparência espumosa dos macrófagos é devido à acumulação de gotículas de gordura (LD) 

no interior dessas células. Há uma up-regulação de perilipina e da proteína relacionada à 

diferenciação adiposa no retículo endoplasmático e complexo de Golgi com a formação 

de vesículas que contêm lípidos, fosfolípidos, éster de colesterol, e colesterol. Além disso, 

há um aumento na síntese de receptores de LDL (tais como CD36, LDL-R, SBA-1, SR-

B1, e LRP-1) e na absorção do colesterol endógeno, que se acumula intracelularmente. 

Estes macrófagos com perfil M2 induzem as células T a diferenciarem-se em Th2 e T 

reguladora, produtoras de IL-4 e IL-10, que estimulam a produção de anticorpos, ausência 

de granulomas, e falha para restringir o crescimento da M. leprae. (Adaptado de Fonseca 

e colaboradores 2016 – Manuscrito submetido ao periódico “Infectious Diseases of 

Poverty”). 

 

Moura e colaboradores (2012) também mostraram uma expressão elevada de 

CD163 na superfície de macrófagos em lesões de pacientes com a forma multibacilar da 

doença, enquanto que na forma tuberculóide essa expressão foi menor, e em biópsias 

controles menor ainda. Ademais, o mesmo estudo mostrou elevada produção de IL-10, 

TNF e TGF- por esses macrófagos, inclusive com redução da expressão de CD163 

quando o estímulo de IL-10 foi bloqueado.  Portanto, esse estudo confirmou a ideia de 

que o fenótipo dos macrófagos na resposta imune contra o M. leprae é impressindível 

para a determinação do fenótipo clínico da doença e, ainda, estabeleceu a molécula de 

superfície CD163 como marcador do fenótipo regulador de macrófagos nessas lesões 

(Moura et al., 2012).  

 

3.4 – Neutrófilos na leishmaniose visceral 

 

Os neutrófilos são classicamente considerados como primeira linha de defesa 

contra agentes patogênicos. Migram rapidamente em números elevados para os locais da 

inflamação (Faurschou e Borregaard, 2003; Novais et al., 2009; Marques et al., 2015). 

Estas células são rapidamente mobilizadas e essenciais para a defesa do hospedeiro contra 

uma variedade de agentes patogênicos (Carvalho et al., 2004; Novais et al., 2009).  

As infecções e inflamações são caracterizadas por um grande influxo de 

neutrófilos para o tecido afetado, estes granulócitos respondem a quimioatrativos e 

moléculas de adesão expressas nas células endoteliais dos indivíduos (Carvalho et al., 

2004; Mantovani et al., 2011). 
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Atualmente os neutrófilos são reconhecidos como células versáteis e sofisticadas 

atuando tanto na resposta imune inata como na adaptativa e influenciam na resposta 

adaptativa através de interações com células apresentadoras de antígenos (APCs) e 

linfócitos (Mantovani et al., 2011; Scapini e Cassatella, 2014).  

Os neutrófilos tentam eliminar os microorganismos por fagocitose, degranulação 

e armadilhas extracelulares dos neutrófilos (NETs) (Brinkmann et al., 2004; Urban et al., 

2006; Guimarães-Costa et al., 2009). Estas são as primeiras células que chegam ao local 

da injúria provocada pela picada do inseto na leishmaniose visceral e o principal objetivo 

dos neutrófilos é reparar os danos teciduais, sendo também capaz de fagocitar os parasitos 

inoculados pelo flebótomíneo (Peters e Sacks, 2009). 

O envolvimento dos neutrófilos na infecção pelos parasitos do gênero Leishmania 

e a constatação da habilidade destes fagócitos em responder de forma rápida e eficiente a 

uma variedade de microrganismos patogênicos, sugerem que tais células podem ser um 

alvo inicial da infecção. Estudos in vitro ou em modelos experimentais têm demonstrado 

que os neutrófilos podem sofrer morte celular programada e servirem de veículo para os 

parasitos Leishmania, permitindo a entrada silenciosa dos mesmos no organismo 

hospedeiro, assumindo um papel importante para o estabelecimento da infecção. Sendo 

esta forma denominda de “Cavalo de tróia” do neutrófilo (Laskay et al., 2008). Por outro 

lado, tem sido relatado que os neutrófilos contribuem para o desenvolvimento de uma 

imunidade protetora durante a infecção inicial por Leishmania, assumindo um papel de 

defesa ao estabelecimento da infecção no organismo hospedeiro (Mcfarlane et al., 2008).  

Alguns estudos foram realizados para compreender o papel de defesa do neutrófilo 

no hospedeiro contra Leishmaniose (Tacchini-Cottier et al., 2000; Ribeiro-Gomes, F. L. 

et al., 2007; Mcfarlane et al., 2008). Devido à diversidade dos estudos o impacto da 

resposta neutrofílica na promoção de resistência do hospedeiro ou susceptibilidade à 

infecção por Leishmania continua a ser um assunto controverso (Ribeiro-Gomes e Sacks, 

2012). 

 

3.5 – Biomarcador CD163 

 

O marcador de superfície CD163 é descrito como expresso em monócitos, 

macrófagos e neutrófilos e atua como receptor com a finalidade de endocitar complexos 

haptoglobin-hemoglobina (Hp-Hb) (Kristiansen et al., 2001; Knudsen et al., 2005; 

Groselj-Grenc et al., 2008). É membro do grupo B da família de receptores scavenger 
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ricos em cisteína (SRCR) e consiste de nove domínios extracelulares, um segmento trans-

membrana e uma curta cauda citoplasmática (Law et al., 1993; Ritter et al., 1999; Moller 

et al., 2004).  

O CD163 expresso na superfície de macrófagos se liga ao complexo haptoglobin-

hemoglobina o internalizando através de uma endocitose mediada por receptor (Hwang e 

Greer, 1980; Kristiansen et al., 2001). Esse é um importante mecanismo fisiológico que 

protege o corpo humano dos efeitos tóxicos da hemoglobina. Primeiramente, a ligação da 

Hb à Hp tem um efeito inibitório às propriedades toxicas e previne a modificação 

peroxidativa da Hb (Buehler et al., 2009). Adicionalmente, a formação do complexo com 

a Hp impede a filtração da Hb nos rins (Kino et al., 1987; Fagoonee et al., 2005) e a 

entrega aos fagócitos que expressam CD163 em sua superfície. E então, a subunidade 

globina é degradada no lisossomo e o gupamento Heme é liberado e convertido em um 

composto menos toxico pela HemeOxigenase-1 (HO-1) no citosol (Belcher et al., 2010; 

Nielsen et al., 2010). 

A expressão de CD163 é induzida por glicocorticoides e regulada positivamente 

pela IL-6 e IL-10 (Buechler et al., 2000; Sulahian et al., 2000; Nielsen et al., 2010), sendo 

que o CD163 é o gene mais fortemente regulado positivamente pela IL-10, segundo dados 

da literatura (Buechler et al., 2000; Sulahian et al., 2000; Williams et al., 2002; Nielsen 

et al., 2010). Os moduladores negativos para o CD163 incluem TNF- e IFN- (Zwadlo 

et al., 1987; Buechler et al., 2000; Nielsen et al., 2010). 

Um outro papel da proteína CD163 é desempenhado na resposta imunológica. 

Macrófagos são divididos em M1 e M2 segundo a expressão de diferentes moléculas de 

superfície e fatores de transcrição. Macrófagos classicamente ativados ou M1 apresentam 

um papel pró-infamatório que contribui para o controle de patógenos, enquanto os 

macrófagos alternativamente ativados ou M2 têm propriedades de reparação tecidual e 

atividade antiinflamatória (Murray et al., 2014; Li et al., 2015).  

Nesse contexto, no qual os macrófagos são adaptados à limpeza tecidual, 

incluindo complexos Hp-Hb, é que pode ocorrer a expressão de CD163 por essas células, 

que tem sido associado ao fenótipo M2.  Esses macrófagos M2 estão associados à 

modulação negativa da resposta imunológica e foram descritos como relacionados a uma 

apresentação mais grave da Hanseníase, a forma Virchowiana (Moura et al., 2012).  

Além disso, esse marcador de superfície pode ser sofrer proteólise e ser liberado 

para o meio, mediante estímulo anti-inflamatório (Kristiansen et al., 2001), e ser 
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detectado em sua forma solúvel (sCD163), sofrendo modulação mediada pela produção 

de IL-10 (Philippidis et al., 2004; Moura et al., 2012),  

Descrito como marcador para a polarização M2 e como sensor para bactérias gram 

negativas e positivas (Fabriek et al., 2009; Li et al., 2015), Kneidl et al descreveram esse 

fator solúvel, clivado pelas metaloproteases ADAM10 e ADAM17, como promovendo 

reconhecimento, mediando fagocitose e morte de Staphilococos aureus ao ligar em 

peptídeos específicos de fibronectina (Kneidl et al., 2012). Outro papel biológico para o 

sCD163 foi descrito por Hogger et al (2001), os autores encontraram um efeito inibitório 

desse biomarcador à proliferação de linfócitos, induzida por Phorbol-Ester, atuando como 

mediador anti-inflamatório (Hogger e Sorg, 2001). 

Estudos in vitro envolvendo monócitos/macrófagos tem mostrado que a liberação 

de sCD163 pode ser induzida por ativação de receptores do tipo TOLL, ativação por LPS 

ou PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) (Droste et al., 1999; Hintz et al., 2002; Weaver 

et al., 2006), ligação cruzada com receptores Fc (Sulahian et al., 2004), estresse oxidativo 

e trombina (Timmermann e Hogger, 2005; Chung et al., 2011). 

Mesmo sem estímulo inflamatório, pequenas quantidades de sCD163 são 

liberadas constitutivamente na circulação sanguínea, portanto sua presença pode ser 

detectada em indivíduos saudáveis (Moller et al., 2002). 

Entretanto, altos níveis da forma solúvel sérica do CD163 também são descritos 

como preditores de gravidade de uma variedade de doenças inflamatórias, como dengue, 

Hanseníase, Tuberculose (TB), Pneumococos, Meningite e Artrite reumatóide  (Moller et 

al., 2004; Lastrucci et al., 2015; Li et al., 2015; Stilund et al., 2015), mas ainda não existe 

na literatura evidência científica que o associe esse a dosagem desse biomarcador com a 

infecção por Leishmania sp. 
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4 - OBJETIVOS 

 

4.1 - Geral: 

 

 Verificar a presença e caracterizar a associação do marcador sCD163 com 

apresentação clínica da Hanseníase e Leishmaniose Visceral e se a infecção por 

Leishmania sp é capaz de induzir a expressão do CD163 em fagócitos humanos. 

 

4.2 - Específicos: 

 

1. Detectar a molécula de sCD163 nos soros de pacientes com hanseníase e leishmaniose 

visceral (LV). 

2. Analisar a associação do biomarcador sérico sCD163 com a apresentação clínica da 

Hanseníase. 

3. Analisar a associação do biomarcador sérico sCD163 com a apresentação clínica da 

Leishmaniose Visceral. 

4. Avaliar se a infecção por Leishmania induz a expressão do sCD163 em macrófagos e 

neutrófilos humanos, buscando uma possível origem celular desta molécula solúvel 

na leishmaniose. 
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5 - MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 - Seleção dos Pacientes com Hanseníase 

 

Os pacientes portadores de Hanseníase foram recrutados do ambulatório de 

Dermatologia do Hospital Universitário da UFS (HU-UFS), do Projeto (DES)MANCHA 

Sergipe. O critério de inclusão foi o diagnóstico de Hanseníase confirmado pelo aspecto 

clínico das lesões, baciloscopia positiva e confirmação histopatológica em biopsias de 

pele. Os pacientes foram classificados quanto a sua forma clínica pelo critério de Madri 

(1953): Hanseníase Indeterminada (HI) (n=9), Tuberculóide (HT) (n=14), Dimorfa (HD) 

(n=14) e Hanseníase Virchowiana (HV) (n=10) (Oliveira et al., 2013). Os critérios de 

exclusão foram gravidez ou doenças (HIV, HTLV-I, Diabetes mellitus) que possam 

interferir na resposta imunológica ou apresentação clínica da Hanseníase.  

O soro dos pacientes foi coletado antes do início do tratamento. Os pacientes 

foram tratados com poliquimioterapia, segundo preconiza o Ministério da Saúde (MS) e 

Organização Mundial de Saúde (OMS), para as formas operacionais Multibacilares e 

Paucibacilares. Além disso, foram coletadas amostras de sangue de indivíduos sadios, 

contactantes dos pacientes, sem histórico de Hanseníase, de ambos os sexos, para 

utilização como controles (Contactantes) (n=23). 

 

5.2 – Seleção dos Pacientes com Leishmaniose Visceral 

 

As amostras de soro dos pacientes com Leishmaniose Visceral (LV) foram 

coletadas de um estudo longitudinal, realizado entre Junho de 2011 e Junho de 2013 no 

centro de referência em LV do HU-UFS. O critério de inclusão foi diagnóstico 

confirmado de LV pela observação direta do parasito (Leishmania infantum) em amostras 

de biópsia de medula óssea ou amostra de cultura do parasito em meio NNN (Neal, Novy, 

Nicolle) (Sigma-Aldrich), ou teste rK39 sorológico positivo (KalazarDetect Rapid Test: 

InBios International Inc, Seattle, WA). Os critérios de exclusão foram os mesmos 

aplicados aos pacientes de Hanseníase. Os pacientes foram submetidos ao tratamento 

padrão com Antimonial Pentavalente (Sbv) (Saúde., 2006). As amostras de soro foram 

coletadas antes (D0) (n = 33) e 30 dias após o início do tratamento (D30) (n = 19) e 

parâmetros clínicos de gravidade como mensuração de tamanho de baço e fígado foram 

coletados. Os indivíduos contactantes que apresentaram teste de hipersensibilidade 
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cutânea (DTH) positivo (Montenegro Skin test - Centro de Produção e Pesquisa de 

Imunobiológicos, Piraquara PR, Brazil), que não apresentaram os sintomas clássicos da 

LV, foram considerados controles assintomáticos (n = 11).  

A amostra também consistiu de pacientes diagnosticados como LV grave, 

segundo score clínico baseado em fatores como contagem de plaquetas <50,000/mm3, 

hemorragia, infecções bacterianas, contagem de neutrófilos <500/mm3, dispinéia e 

icterícia, descritos por Sampaio et al. (Sampaio et al., 2010) (LV GRAVE) (n = 13). Além 

do mais, também foram utilizados como controles saudáveis indivíduos residentes em 

áreas não endêmicas para Leishmaniose, que não possuíam diagnóstico de outras doenças 

(HC) (n = 8). 

 

5.3 – Dosagens séricas 

 

Todas as amostras de soro foram separadas do sangue periférico total por 

centrifugação e armazenadas em freezer -80oC. Ao mesmo tempo, as amostras de soros 

de pacientes com Hanseníase, LV e controles foram submetidas a dosagem de sCD163 

por kit de ELISA, segundo recomendações do fabricante (R&D Systems). 

As dosagens de Haptoglobina foram realizadas em 45 pacientes com Hanseníase 

e 21 controles contactantes, e 29 pacientes com LV antes do tratamento (18 com LV 

clássica e 11 com LV GRAVE) utilizando kit de ELISA segundo instruções do fabricante 

(GenWay). Heme-oxigenase-1 foi quantificada em 31 pacientes com hanseníase e 11 

controles contactantes, e em 24 pacientes com LV antes do tratamento (15 LV clássica e 

9 LV GRAVE) utilizando kit de ELISA, seguindo as recomendações do fabricante (Assay 

Designs) (Luz et al., 2012). Ademais, a quantificação de Arginase-1 foi realizada em 47 

amostras de pacientes com Hanseníase e 23 controles contactantes, e em 25 pacientes 

com LV, sendo 15 com LV clássica e 10 com LV GRAVE, utilizando kit de ELISA 

segundo instruções do fabricante (Hycult Biotech).  

 

5.4 - Aspectos éticos 

 

Este projeto de trabalho seguiu as recomendações da Normativa 466/2012 e foi 

aprovado pelo comitê de ética em pesquisa do Hospital Universitário, Universidade 

Federal de Sergipe, antes do início de sua execução, CAAE 0152.0.107.000-07 e CAAE 

0151.0.107.000–07.  Na avaliação inicial, os pacientes recrutados ou responsáveis 
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receberam uma explicação verbal e foram convidados a participar do estudo e assinaram 

um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APÊNDICES A E B). 

Ademais, o presente estudo não trouxe nenhum grande risco para os sujeitos da 

pesquisa, além de pequena morbidade decorrente de procedimentos simples largamente 

utilizados na atenção médica aos pacientes, como punção venosa. A punção venosa foi 

realizada seguindo as recomendações do CDC (Center for Disease Control), utilizando-

se equipamento descartável e luvas de proteção. Este procedimento pode causar dor local 

e pequena área de equimose, a qual foi evitada por compressão adequada da área de 

punctura e uso de curativo oclusivo. 

 

5.5 - Separação de células e cultura 

 

A separação dos monócitos foi realizada a partir de amostras de sangue venoso 

heparinizado de doadores saudáveis, utilizando protocolo de separação de células 

mononucleares de sangue periférico (PBMC) por meio de reagente Ficoll-Paque PLUS 

1077, seguindo instruções do fabricante (GE HealthCare Life Sciences). Após a 

separação as células foram lavadas em PBS e cultivadas por 3h a 37°C/5% CO2 em placa 

de 24 poços com meio RPMI 1640 (GibcoBRL) suplementado com 20% soro bovino fetal 

(SBF) (GibcoBRL), para aderência. Após a incubação, as células não aderentes foram 

retiradas cuidadosamente o meio de cultura removido. As células aderentes foram lavadas 

com RPMI cuidadosamente e cultivadas por 5 dias à concentração de 5 x 105 células/poço 

em RPMI suplementado com 20% SBF e 1% Penicilina/Streptomicina para diferenciação 

em macrófagos (De Oliveira et al., 2015). 

Os neutrófilos foram isolados de amostras de sangue periférico, retirado de 

doadores saudáveis utilizando EDTA como anticoagulante, utilizando o reagente 

PolimorphPrep, segundo instruções do fabricante (Axis-Shield). Após a separação as 

células foram lavadas e cultivadas em placa de 96 poços na concentração de 1 x 106 

neutrófilos por poço, em meio RPMI 10% SBF para infecção com Leishmania. 

 

5.6 - Infecção com Leishmania-GFP 

 

Foi utilizada para os experimentos uma linhagem de Leishmania amazonensis que 

expressa constitutivamente Proteína Verde Fluorescente (GFP) (cepa 

MHOM/BR/73M2269) juntamente com gene que confere resistência a Higromicina 
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(Lima-Junior et al., 2013) (Leishmania-GFP), gentilmente cedida pela Profa Dra Silvia 

Reni Bortolin Uliana, Universidade de São Paulo. Os parasitos foram cultivados a 24oC, 

em meio Schneider's Drosophila (Invitrogen), suplementado com 10% SBF e 0,1% 

Higromicina (50mg/mL) (Sigma-Aldrich). 

A infecção dos macrófagos (Figura 2) foi realizada utilizando 10 promastigostas 

em fase estacionária para cada macrófago em placa de 24 poços em meio RPMI 

suplementado com 10% SBF e 1% Penicilina/Streptomicina por 24 horas, para marcação 

com anticorpos específicos e análise por citometria de fluxo. Os parasitos extracelulares 

foram removidos dos poços por lavagem após 2 horas de infecção e as células infectadas 

permaneceram outras 22 horas em cultura antes da análise (De Oliveira et al., 2015). No 

momento da análise, os macrófagos foram removidos da placa de 24 poços com 3 

lavagens (600ul) de PBS-EDTA (10mM) mantido em geladeira. 

 

 

Figura 2. Delineamento experimental para análise de macrófagos infectados com Leishmania-

GFP. 

 

Os neutrófilos foram infectados a 5 parasitos por célula (Figura 3), em placa de 

96 poços com RPMI suplementado com 10% SBF e 1% Penicilina/Streptomicina, por 3 

horas, para posterior marcação e análise em citômetro de fluxo (Tavares et al., 2014). 
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Figura 3. Delineamento experimental para análise de neutrófilos infectados com Leishmania-

GFP. 

 

5.7 - Citometria de Fluxo 

 

As células foram lavadas com PBS-SBF (2%) e incubadas com anticorpos 

monoclonais específicos, conjugados com fluorocromos, adquiridos junto à BD 

Biosciences, a 4oC, por 30 minutos protegidas da luz, segundo instruções do fabricante 

(concentração de anticorpos para marcação recomendada na bula do produto). Após a 

marcação, as células foram lavadas com PBS-SBF (2%) e fixadas com PBS-Formaldeído 

(4%) para aquisição dos dados em citômetro de fluxo FACS CANTO II (BD Biosciences) 

e análise em software especializado FlowJo (Tree Star). Para analisar o fenótipo de 

superfície dos macrófagos infectados, foram utilizados os seguintes anticorpos 

monoclonais: anti-CD209-BV421 (cat. 564127), anti-CD163-PE (cat. 556018), anti-

CD86-BV510 (cat. 563461) e anti-CD40-APC (cat. 555591). Ademais, para analisar os 

marcadores de superfície dos neutrófilos infectados foram utilizados os anticorpos anti-

CD15-BV450 (cat. 561584), anti-CD163-PE, anti-CD86-V500 e anti-CD40-APC. 

 

 

5.8 - Análise estatística 

 

Os resultados estão expressos em Média ± Desvio Padrão. Para avaliar a 

normalidade dos dados foi utilizado teste D’Agostinho and Pearson. As diferenças entre 

os grupos foram analisadas utilizando teste de Mann-Whitney (análises quanto ao 
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sCD163, Haptoglobina, HO-1 e Arginase-1) para análises não pareadas de dados não 

paramétricos. Teste t pareado foi utilizado para as comparações entre dosagens antes e 

depois do tratamento para LV. Teste pareado de Friedman com pós-teste de Dunn 

(Fenótipo de Superfície e Análise das Medianas da Intensidade de Fluorescência) foram 

utilizados para comparações pareadas de dados não paramétricos. As análises de 

correlação foram realizadas utilizando o teste de correlação de Spearman para dados não 

paramétricos. As curvas ROC (receiver operator characteristic curve) foram construídas 

utilizando os dados das dosagens de sCD163 dos indivíduos de acordo com as orientações 

oferecidas pelo software estatístico. Foi considerado um p valor ≤ 0.05 para a 

significância dos resultados. As análises foram realizadas utilizando o software GraphPad 

Prism versão 5.0 (GraphPad Software). 

 

6 - RESULTADOS 

 

6.1 - Altas concentrações de sCD163 sérico como Biomarcador para Hanseníase 

Virchowiana 

  

Os valores individuais e as médias  Desvio Padrão (DP) da dosagem de sCD163 

dos indivíduos com Hanseníase Indeterminada (HI) (n=9) (114  49,57 ng/mL), 

Hanseníase Tuberculóide (HT) (n=14) (90,29  44,06 ng/mL), Hanseníase Dimorfa (HD) 

(n=14) (97,71  47,97 ng/mL), Hanseníase Virchowiana (HV) (n=10) (177,6  62,18 

ng/mL) e Controles Contactantes (Contactantes) (n = 23) (90,78  31,55 ng/mL) são 

mostradas na figura 4. Os pacientes com Hanseníase Virchowiana (HV), forma mais 

grave da doença, apresentaram concentrações mais elevadas de sCD163 em relação aos 

pacientes com a forma Tuberculóide (HT) (p=0,001; Mann-Whitney test), a apresentação 

clínica mais branda da doença, e também em relação aos indivíduos controles 

contactantes (p<0.001; Mann-Whitney test). Nos pacientes diagnosticados com as formas 

intermediárias da Hanseníase, Indeterminada (HI) e Dimorfa (HD), também foi detectada 

diferença significante com os pacientes HV. 
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Figura 4. Quantificação de sCD163 em amostras de soro de pacientes com Hanseníase. 

O soro foi coletado a partir de amostras de sangue periférico e utilizado para quantificação 

de sCD163 por ELISA. Amostras de soro de indivíduos contactantes sem sinais nem 

sintomas de Hanseníase foram utilizadas como controles (n=23). As dosagens de 

indivíduos com Hanseníase Indeterminada (HI) (n=9), Hanseníase Tuberculóide (HT) 

(n=14), Hanseníase Dimorfa (HD) (n=14), Hanseníase Virchowiana (HV) (n=10) e 

Controles Contactantes (Contactantes) (n=23) foram comparadas pelo teste não pareado 

e não paramétrico de Mann-Whitney. Foi considerado significante um valor de p < 0,05. 

 

Como análise complementar, foram construídas curvas ROC (Receiver Operating 

Characteristic) para comparar os resultados das dosagens entre os grupos. Como mostrado 

na Figura 5, a área abaixo da curva (AUC – Area Under the Curve) construída 

comparando pacientes HV com pacientes HT foi 0.8571 com intervalo de confiança (CI) 

de [0.69 – 1.02] (p=0.0034) (Figura 5A); Contactantes em relação aos pacientes HV foi 

0.8439, 95% CI [0.72 – 1.02] (p=0.0008) (Figura 5B); HI em relação aos pacientes HV 

foi 0.7944, 95% CI [0.58 – 1.00] (p=0.03) (Figura 5C); e HD em relação aos pacientes 

HV foi 0.8500, 95% CI [0.69 – 1.00] (p=0.004) (Figura 5D). Além disso, o ponto de corte 

ideal para a comparação entre pacientes HT e HV apresentou uma sensibilidade de 80% 

e especificidade de 92,86%. 
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Figura 5. Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) da concentração sérica 

sCD163 nos grupos HT em relação aos pacientes HV (A); Contactantes em relação aos 

pacientes HV (B), HI em relação aos pacientes HV (C) e HD em relação aos pacientes 

HV (D). Foi considerado significante p valor < 0,05.  

 

 

 Por fim, com o objetivo de compreender o contexto em que esses resultados se 

inserem, foi realizada dosagem de HO-1, Haptoglobina e Arginase-1, visando relacionar 

a dosagem de sCD163 com outras duas moléculas participantes do metabolismo de 

Hemoglobina (HO-1 e Hp) e com a enzima característica do metabolismo de macrófagos 

M2 (Arginase-1). Entretanto, não houve diferença estatística entre os grupos analisados 

(Figura 6A-C). 
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Figura 6. Quantificação de HO-1 (A), Haptoglobina (B) e Arginase-1 (C) em amostras de soro 

de pacientes com Hanseníase. O soro foi coletado a partir de amostras de sangue periférico e 

utilizado para quantificação por ELISA. Amostras de soro de indivíduos contactantes sem sinais 

ou sintomas de Hanseníase foram utilizadas como controles. As dosagens de indivíduos com 

Hanseníase Indeterminada (n = 6) (HI), Hanseníase Tuberculóide (n = 9) (HT), Hanseníase 

Dimorfa (n = 8) (HD), Hanseníase Virchowiana (n = 8) (HV) e Controles Contactantes (n = 12) 

(Contactantes) foram comparadas pelo teste não pareado e não paramétrico de Mann-Whitney. 

Foi considerado significante um p < 0,05. 

 

6.2 - Níveis de sCD163 se correlacionam com gravidade e melhora clínica em 

pacientes com Leishmaniose Visceral 

  

O presente estudo também detectou altas concentrações de sCD163 em amostras 

se soro de pacientes com Leishmaniose Visceral, quando comparados a indivíduos 

controles, que não apresentavam sinais clínicos da doença. Como os pacientes mais 

graves apresentaram concentrações muito mais elevadas do sCD163, estes são 

apresentados em um grupo separado (Figura 7). As médias  Desvio Padrão da dosagem 

de indivíduos D0 (n = 33) (152,1  67,86 ng/mL), foram mais elevadas do que as de 

indivíduos contactantes (DTH positivos) sem sinais ou sintomas da LV (DTH, n = 11, 

72,55  25,68 ng/mL) e de indivíduos provenientes de áreas não endêmicas para LV (HC, 

n = 8, 49,0  23,71 ng/mL). Essas concentrações caem após o tratamento, no D30 (n=19) 

(98,79  58,58 ng/mL) (p<0.005). Mais importante, concentrações ainda mais elevadas 

foram detectadas nos indivíduos diagnosticados com Leishmaniose Visceral Grave (LV 

Grave) (n=13) (241,5  76,88 ng/mL), considerando os critérios de gravidade descritos 

previamente por Sampaio et al. (Sampaio et al., 2010), que inclui: contagem de plaquetas 

<50,000/mm3, hemorragia, infecções bacterianas, contagem de neutrófilos <500/mm3, 

dispnéia e icterícia. Adicionalmente, foi detectado também uma diminuição dos níveis 

deste marcador nos pacientes 30 dias após o tratamento. 
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Figura 7. Quantificação de sCD163 em amostras de soro de pacientes com Leishmaniose 

Visceral. O soro foi coletado a partir de amostras de sangue periférico e utilizado para 

quantificação de sCD163 por ELISA. Os valores da dosagem de indivíduos com LV antes 

do tratamento, D0 (n = 33), após o tratamento, D30 (n=19) e LV Grave (n=13), de 

indivíduos contactantes sem sinais ou sintomas da LV (DTH, n = 11) e de indivíduos 

provenientes de áreas não endêmicas para LV (HC, n = 8) foram comparadas pelo teste 

não pareado e não paramétrico de Mann-Whitney. Foi considerado significante um p < 

0,05. 

 

Correlação com gravidade da LV é suportada pela presença de correlação direta 

entre as concentrações de sCD163 e tamanho de baço (r=0.3915; p=0049) (Figura 8A) e 

fígado dos pacientes (r=0.4353; p=0,0018), (Figura 8B), aspectos clínicos utilizados 

como parâmetros clínicos de melhora e piora da LV. 

 

 

Figura 8 Análise de correlação de Spearman entre as concentrações séricas de sCD163 

e tamanhos dos baços (A) e dos fígados (B) de pacientes com Leishmaniose Visceral. 

Foi considerado significante p valor < 0,05. 
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Além disso, foi realizada análise pareada entre a dosagem de sCD163 antes e 30 

dias depois do início do tratamento dos mesmos pacientes, mostrando diminuição dos 

níveis do biomarcador após o tratamento (p=0,0455) (Figura 9), corroborando a hipótese 

de que sCD163 pode ser usado como um dos parâmetros de cura ou melhora clínica. 

 

 

Figura 9. Análise por teste t pareado da concentração sérica de sCD163 comparando os 

mesmos pacientes de LV antes e após 30 dias do tratamento padrão para leishmaniose. 

Foi considerado significante um p < 0,05. 

 

Curvas ROC foram construídas para confirmar a importância clínica dos dados 

obtidos das dosagens de sCD163. Como podemos ver na Figura 10A-D, foi obtida AUC 

acima de 0,7 e p<0005 para as análises que visaram diferenciar todos os grupos. A 

distinção entre ambos os grupos controles (HC e DTH+) comparados aos pacientes no 

D0 (Figura 10A-B) evidencia a importância do sCD163 como marcador de doença/não-

doença (HC em comparação a D0, AUC=0,9697, CI 0,9112-1,02; DTH+ em comparação 

a D0, AUC=0,9242, CI 0,8385-1,01). A análise comparando os pacientes com LV no D0 

e no D30 (AUC=0,7376, CI 0,5832-0,89) (Figura 10C) evidencia a importância CD163 

como parâmetro de cura clínica dos pacientes, enquanto a análise D0 em comparação a 

pacientes com LV Grave (AUC=0,8403, CI 0,7101-0,97) (Figura 10D) revela que o este 

biomarcador pode ser utilizado como parâmetro de gravidade da LV. 
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0  

Figura 10. Curvas ROC da concentração sérica de sCD163 em pacientes com LV 

comparando HC versus pacientes D0 (A), DTH+ versus pacientes D0 (B), D0 versus 

pacientes D30 (C) e D0 versus pacientes LV GRAVE (D). Foi considerado significante 

p valor < 0,05. 

 

Quanto as dosagens de HO-1, Haptoglobina e Arginase-1, apesar de não haver 

significância estatística, os resultados demonstraram níveis menores de Haptoglobina no 

grupo LV Grave, em comparação com os D0 com forma clássica, enquanto as 

concentrações séricas da enzima Arginase-1 encontra-se mais elevada neste grupo (Figura 

11A-C). A hemeoxigenase encontra-se elevada nos pacientes com LV na fase aguda, em 

relação aos grupos controles, reduzindo no D30 pós tratamento.   
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Figura 11. Quantificação de HO-1 (A), Haptoglobina (B) e Arginase-1 (C) em amostras 

de soro de pacientes com Leishmaniose Visceral. O soro foi coletado a partir de amostras 

de sangue periférico e utilizado para quantificação por ELISA. As dosagens de indivíduos 

D0 (n = 18 a 15), D30 (n = 2 a 3), LV Grave (n = 10 a 12) e de indivíduos contactantes 

sem sinais ou sintomas da LV (DTH) (n = 2 a 7) foram comparadas pelo teste não pareado 

e não paramétrico de Mann-Whitney. Foi considerado significante p < 0,05. 

 

6.3 - Leishmania induz a expressão de CD163 por macrófagos 

 

Com o objetivo de identificar a origem do sCD163 encontrado nas amostras de 

soro dos pacientes, foi avaliada a expressão desse marcador na superfície de macrófagos 

infectados com Leishmania amazonensis, sendo que essa linhagem expressa 

constitutivamente a Proteína Verde Flourescente (GFP) (Leishmania-GFP) (Lima-Junior 

et al., 2013). Ferramenta essa que nos permite analisar separadamente células que 

contenham o parasito intracelular. 

Inicialmente o experimento foi padronizado testando dois modelos de infecção, 5 

ou 10 parasitos para cada macrófago, em 3 tempos diferentes, 2, 48 e 72 horas de infecção. 

Como mostra a figura 12, no tempo de duas horas temos uma taxa de infecção de 4,97 no 

experimento 5:1, e 23,9 quando foi usado 10:1. Já com 48 e 72 horas obteve-se queda na 

porcentagem de células infectadas. Portanto, nenhum dos tempos analisados representou 

uma análise nos parâmetros desejados. Com 2 horas de experimento a porcentagem de 

infecção estava próxima à desejada, mas considerando o contexto de expressão do CD163 

em células intensamente parasitodas em infecções crônicas, 2 horas pode ser considerado 

precoce para a análise do fenômeno que visamos. Com 48 e 72 horas as células infectadas 

se mostraram eficazes em responder ao parasito e diminuindo as taxas de infecção. Assim 

foi escolhido o tempo de 24 horas para os experimentos que seguem, sendo um modelo 

em que podemos observar muitas células infectadas e, em um tempo de experimento 

favorável a análise de fenômenos inerentes a infecções crônicas. Outra variável a ser 
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padronizada foi a quantidade de parasitos por macrófago, foi escolhida a proporção de 10 

parasitos para cada macrófago por ser a estratégia que forneceu a maior porcentagem de 

células infectadas. 

 

 

Figura 12. Células mononucleares de sangue periférico foram obtidas de amostras de um 

indivíduo saudável e plaqueadas em triplicata por 3 horas. As células aderentes foram 

cultivadas por 5 dias em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de SBF para 

diferenciação em macrófagos. As células foram então infectadas com cepa de Leishmania 

amazonensis que expressa constitutivamente a proteína verde fluorescente GFP (1 MΦ: 

5 parasitos e 1 MΦ: 10 parasitos), por 2, 48 e 72 horas e analisadas por Citometria de 

Fluxo. 

 

Após a padronização do protocolo seguiu-se para a avaliação de moléculas de 

superfície. A análise contou com macrófagos não expostos a Leishmania-GFP, cultivados 

apenas em meio, e macrófagos expostos ao parasito. Depois de 24 horas de infecção, os 

macrófagos foram removidos da placa com PBS gelado, marcados com anticorpos 

específicos e submetidos a análise de imunofenotipagem por citometria de fluxo (FACS). 
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Foi realizada uma curva de tempo, com células de indivíduos saudáveis, acompanhando 

a infecção dos macrófagos e foi escolhido o tempo de 24 horas como ideal para as 

análises, já que com 48 horas foi obtida uma menor taxa de infecção. Entretanto, foi 

obtido o mesmo padrão de resultados para a imunofenotipagem em ambos os tempos 

(dados não mostrados). 

Como mostra a Figura 13, a estratégia de análise de “Gate” permite a separação 

de duas populações distintas de células expostas à Leishmania-GFP, GFP positivas e GFP 

negativas. Ambas as populações foram analisadas quanto a expressão dos marcadores de 

superfície CD40, CD86, CD209 e CD163, permitindo a análise do biomarcador CD163 

em diferentes populações de células, no contexto de outros marcadores normalmente 

utilizados para avaliar a atividade de macrófagos. 
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Figura 13. Estratégia de Gate. Expressão de CD163 na superfície de 

Monócitos/Macrófagos (MΦ) induzida por Leishmania GFP. Células mononucleares de 

sangue periférico foram obtidas de amostras de indivíduos saudáveis (n = 7) e plaqueadas 

em duplicata por 3 horas. As células aderentes foram cultivadas por 5 dias em meio RPMI 

1640 suplementado com 20% de SBF para diferenciação em macrófagos. As células 

foram então infectadas com cepa de Leishmania amazonensis que expressa 

constitutivamente a proteína verde fluorescente GFP (1 MΦ: 10 parasitos), por 24 horas 

e então analisadas por citometria de fluxo para os marcadores CD163, CD40, CD209 e 

CD86.    

 

Com o objetivo de refinar a análise, as populações de estudo foram divididas 

segundo estratégia previamente descrita (Tavares et al., 2014), células não expostas à 

infecção por L. amazonensis-GFP ou Não-Estimuladas (NE) e as células expostas à 

Leishmania-GFP. Estas células expostas à infecção podem ser GFP+ ou GFP-. Os 

macrófagos GFP- são considerados não infectados, e foram e interpretados como aqueles 

que foram resistentes à infecção ou foram capazes de eliminar o parasito no tempo 
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avaliado de 24 horas. Enquanto as células GFP+ foram consideradas infectadas, 

permissivas ao parasito no tempo de 24 horas. 

Como mostrado na Figura 14A, a população de células infectadas (GFP+) possui 

uma maior porcentagem de células positivas também para os marcadores CD86 (B7.2) (p 

< 0.05) e CD163 (p < 0.05), comparado aos grupos NE e GFP-. Enquanto que para os 

outros marcadores, CD40 e CD209, não é possível detectar diferenças entre as 

frequências nas populações estudadas. 

 

 

Figura 14. Expressão de CD163 na superfície de Monócitos/Macrófagos (MΦ) induzida 

por Leishmania GFP. Células mononucleares de sangue periférico foram obtidas de 

amostras de indivíduos saudáveis e plaqueadas por 3 horas. As células aderentes foram 

cultivadas por 5 dias em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de SBF para 

diferenciação em macrófagos. As células foram então infectadas com cepa de Leishmania 

amazonensis que expressa constitutivamente a proteína verde fluorescente GFP 

(Leishmania GFP) (1 MΦ: 10 parasitos), por 24 horas e então analisadas por citometria 

de fluxo. (A) Fenótipo de superfície quanto aos marcadores CD163, CD40, CD209 e 

CD86 (n = 6, experimentos em duplicata). Barras verdes e pretas representam 

respectivamente as populações GFP+ e GFP-. As barras brancas representam a população 

de células que não foram expostas a Leishmania GFP (NE). As medias  Desvio Padrão 

da porcentagem parental das populações de células foram comparadas utilizando o teste 

pareado não paramétrico de Friedman com pós-teste de Dunn. (B) Porcentagem de células 

positivas para os marcadores CD40, CD86 e CD209 na população de células que 

expressam CD163, para os grupos GFP+ e GFP- (n=7 experimentos em duplicata). Foi 

considerado significante um p < 0,05. 

 

Ademais, as células CD163 positivas, tanto infectadas (GFP+) como não 

infectadas (GFP-), também possuem os outros marcadores estudados. Entretanto, não 

houve diferença entre os perfis de expressão desses marcadores nessas duas populações 

comparadas, GFP+ e GFP-. Apesar de o CD209 ser considerado marcador de macrófagos 

M2 (Montoya et al., 2009), assim como o CD163, não foi possível detectar, no modelo 
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construído, diferenças em sua expressão entre células infectadas e não infectadas (Figura 

14B). 

O próximo passo foi analisar a relação entre os marcadores estudados e a 

quantidade relativa de parasitos dentro das células. Para tanto, a Mediana da Intensidade 

de Fluorescência (MFI) do fluorocromo GFP foi aferida nas diferentes subpopulações 

marcadas para CD40, CD86, CD209 e CD163. Com o objetivo de refinar a análise e 

demarcar a relação entre a carga parasitária e a expressão de CD163, essa análise foi 

realizada nas diferentes subpopulações excluindo-se as células CD163+. Como mostrado 

na Figura 15A, as células CD163+ apresentaram MFI mais alta que a população 

CD40+CD163- (p < 0.0005, Friedman paired test). Entretanto, não foi detectada diferença 

entre as células CD163+ e as populações CD86+CD163- e CD209+CD163-, mostrando 

que existem, em nosso modelo, células que expressam CD86 e CD209 com a mesma 

intensidade de infecção que células CD163+. 

Além disso, para confirmar essa relação analisada entre o marcador CD163 e a 

quantidade de parasitos intracelulares, foi realizada uma análise de correlação de 

Spearman entre as intensidades de fluorescência dos fluorocromos PE (CD163) e GFP 

(Leishmania-GFP). Como mostrado na Figura 15B, foi obtida uma correlação positiva 

entre as as intensidades de fluorescência com fator r de Spearman 0,6696 e p<0,0001. 
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Figura 15. Expressão de CD163 na superfície de Monócitos/Macrófagos (MΦ) induzida 

por Leishmania GFP. Células mononucleares de sangue periférico foram obtidas de 

amostras de indivíduos saudáveis e plaqueadas por 3 horas. As células aderentes foram 

cultivadas por 5 dias em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de SBF para 

diferenciação em macrófagos. As células foram então infectadas com cepa de Leishmania 

amazonensis que expressa constitutivamente a proteína verde fluorescente GFP 

(Leishmania GFP) (1 MΦ: 10 parasitos), por 24 horas e então analisadas por citometria 

de fluxo quanto aos marcadores CD163, CD40, CD209 e CD86 (n=7 experimentos em 

duplicata). (A) Análise da Mediana da Intensidade de Fluorescência do fluorocromo GFP 

nas populações de células delimitadas quanto aos marcadores de superfície, comparada 

utilizando o teste pareado não paramétrico de Friedman com pós-teste de Dunn. (B) 

Análise de correlação de Spearman entre as fluorescências dos fluorocromos PE (CD163) 

e GFP (Leishmania) para cada célula do experimento (01 experimento representativo de 

7 em duplicata). Foi considerado significante p valor < 0,05. 

 

6.4 - Leishmania induz expressão de CD163 em Neutrófilos 

 

Após caracterizar a expressão do biomarcador CD163 em macrófagos infectados 

com Leishmania-GFP, o próximo passo foi analisar se o mesmo ocorreria em outro tipo 

celular da resposta inata, os Neutrófilos. Para tanto, Neutrófilos foram isolados de 

amostras de sangue periférico de indivíduos saudáveis e expostos a infecção por 

Leishmania-GFP, por 3 horas e analisados por citometria de fluxo.  

Células expostas ou não à Leishmania-GFP foram analisadas pela positividade 

quanto aos marcadores CD15, CD40, CD86 e CD163, seguindo estratégia de gate similar 

à construída para analisar macrófagos, distinguindo e analisando células positivas e 

negativas para GFP (Figura 16). 
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Figura 16. Estratégia de Gate. Expressão de CD163 na superfície de Neutrófilos induzida 

por Leishmania GFP. Neutrófilos foram purificados de amostras de sangue periférico de 

indivíduos saudáveis. As células foram infectadas com cepa de Leishmania amazonensis 

que expressa constitutivamente a proteína verde fluorescente GFP (Leishmania GFP) (1 

NΦ: 5 parasitos), em RPMI 1640 10% SBF por 3 horas. Foi realizada análise por 

citometria de fluxo quanto aos marcadores CD15, CD163, CD40 e CD86 (n=5 

experimentos em duplicata). 

 

 

Os resultados mostram um aumento da porcentagem parental de células positivas 

para os marcadores CD86 e CD163 (p < 0.0008, Friedman paired test) (Figura 17), mesmo 

perfil apresentado pelos macrófagos infectados com Leishmania-GFP. 

 



52 
 

 

Figura 17. Expressão de CD163 na superfície de Neutrófilos induzida por Leishmania 

GFP. Neutrófilos foram purificados de amostras de sangue periférico de indivíduos 

saudáveis. As células foram infectadas com cepa de Leishmania amazonensis que 

expressa constitutivamente a proteína verde fluorescente GFP (Leishmania GFP) (1 NΦ: 

5 parasitos), em RPMI 1640 10% SBF por 3 horas. Foi realizada análise por citometria 

de fluxo quanto aos marcadores CD15, CD163, CD40, e CD86 (n=5 experimentos em 

duplicata). As barras brancas representam a população de células que não foram expostas 

a Leishmania GFP (NE). As medias  Desvio Padrão da porcentagem parental das 

populações de células foram comparadas utilizando o teste pareado não paramétrico de 

Friedman com pós-teste de Dunn. Foi considerado significante p valor < 0,05. 

 

Ademais, foi realizada análise de MFI do GFP nas diferentes subpopulações, com 

simples marcação e também análise booleana de dupla marcação, segundo os marcadores 

de superfície utilizados.  Como apresentado pela Figura 18, não houve diferença entre a 

intensidade de infecção entre as populações com marcação simples. Entretanto, quando 

utilizada análise booleana com a utilização de dois marcadores, é possível diferenciar que 

a população triplo positiva CD40+CD86+CD163+ possui MFI de GFP mais intensa que 

as outras populações com análise de marcação simples. 
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Figura 18. Expressão de CD163 na superfície de Neutrófilos induzida por Leishmania 

GFP. Neutrófilos foram purificados de amostras de sangue periférico de indivíduos 

saudáveis. As células foram infectadas com com cepa de Leishmania amazonensis que 

expressa constitutivamente a proteína verde fluorescente GFP (Leishmania GFP) (1 NΦ: 

5 parasitos), em RPMI 1640 10% SBF por 3 horas. Foi realizada análise por citometria 

de fluxo quanto aos marcadores CD15, CD163, CD40, e CD86 (n=5 experimentos em 

duplicata). As barras brancas representam a população de células que não foram expostas 

a Leishmania GFP. Análise da Mediana da Intensidade de Fluorescência do fluorocromo 

GFP nas populações de células delimitadas quanto aos marcadores de superfície, 

comparada utilizando o teste pareado não paramétrico de Friedman com pós-teste de 

Dunn. Foi considerado significante p valor < 0,05. 
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7 - DISCUSSÃO 

 

Considerando que o biomarcador CD163 foi demonstrado ser característico de 

macrófagos permissivos à infecção por M. leprae, sua expressão é indicativa de um 

macrófago com subtipo M2. Além disso, sua secreção (sCD163) evidencia um combate 

ineficiente contra os patógenos M. leprae e L. infantum, e marcador de progressão dessas 

doenças causadas por patógenos intracelulares (Montoya et al., 2009; Moura et al., 2012).  

Nossos dados, utilizando pacientes com hanseníase, confirmam as observações de 

Moura e colaboradores (2012), o primeiro grupo a descrever a forma sérica sCD163 

associada a Hanseníase Virchowiana (HV), comparando com pacientes da forma 

Tuberculóide (HT) (Moura et al., 2012). Ademais, nosso trabalho inclui também a 

dosagem deste biomarcador em pacientes com as formas intermediárias da hanseníase 

(HI e HD).  

Nossos resultados, através das curvas ROC, mostram que a dosagem de sCD163 

no soro desses pacientes possui uma relação entre sensibilidade e especificidade muito 

significante para a distinção clínica entre o a forma mais grave multibacilar, HV, e a forma 

HT. Além disso, essa dosagem se mostrou eficiente em distinguir a forma HV dentre 

todas as outras, inclusive quando comparada aos indivíduos controles contactantes. 

Essa relação entre os níveis séricos de sCD163 e a gravidade da Hanseníase, 

explicada pela diferenciação de macrófagos para o fenótipo M2, pode ser evidenciada 

também pela presença de macrófagos CD163+ em lesões de pacientes com a forma HV 

(Moura et al., 2012). Essa diferenciação de macrófagos, que os faz permissivos à 

multiplicação da Micobactéria é finamente regulado e retroalimentado pela citocina anti-

inflamatória IL-10 (Moura et al., 2012). A IL-10 tem diversos efeitos supressores nos 

macrófagos, reduzindo suas funções microbicidas e de apresentação de antígenos, sendo 

possivelmente um dos mecanismos da supressão acentuada da resposta Th1 observada 

nos pacientes com a HV. Sousa e colaboradores (2016) encontraram correlação positiva 

entre a expressão de CD163 e uma variedade de citocinas antiinflamatórias em lesões de 

pacientes com HV, pela técnica de imuno-histoquímica, além da expressão da enzima 

Arginase-1 (característica do metabolismo de macrófagos M2) (De Sousa et al., 2016). O 

CD163 é o receptor do complexo haptoblobina-hemoglobina, sendo esse metabolismo 

importante para neutralizar os efeitos tóxicos dos derivados de degradação da 

hemoglobina (4-6). É importante que esses macrófagos tenham efeito anti-inflamatório, 

pois são responsáveis pelo clearance de autoantígenos nos tecidos (Martinez et al., 2009). 
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Nosso estudo não observou diferenças entre os grupos analisados quanto a dosagem de 

seu ligante Haptoglobina, nem da enzima que degrada o complexo Hemoglobina-

haptoglobina (Hb-Hp), a hemeoxigenase-1 (HO-1), e a Arginase-1. Fato esse esperado 

considerando que a Hanseníase com poucas manifestações sistêmicas e normalmente de 

evolução muito lenta, restrita aos sítios de inflamação na pele e nervos.  

Com base na forte evidência que foi encontrada nos pacientes com Hanseníase, o 

próximo passo foi avaliar se esse mecanismo pode ser extrapolado e associado a outra 

doença provocada por patógeno intracelular, que também possui uma forte conexão com 

a resposta efetora de macrófagos, a Leishmaniose Visceral (LV). Assim, altos níveis de 

sCD163 foram encontrados no soro de pacientes com LV, e ainda mais elevados em 

pacientes com LV Grave. Esses dados sugerem que, a exemplo da Hanseníase, o 

biomarcador CD163 é importante sinal de células reservatórias de Leishmania infantum. 

Além disso, outra forte evidência que associa a dosagem desse biomarcador com 

a gravidade da LV foi fornecida pelas análises de correlação dessa dosagem com os 

parâmetros clínicos mais utilizados para acompanhamento da gravidade da LV, os 

tamanhos de fígado e baço (De Oliveira et al., 2013; Dos Santos et al., 2016). Esses 

órgãos são alvo do tropismo do parasito e sofrem intensa inflamação e edema durante o 

progresso da doença (Dos Santos et al., 2016). A correlação positiva entre a dosagem de 

sCD163 com tamanho de fígado e baço corrobora a utilização do sCD163 como 

biomarcador de doença e de gravidade da LV, já que esses sítios intensamente inflamados 

são o sítio dos fagócitos reservatórios do parasito. 

Adicionalmente, observa-se por análise pareada, uma queda nos níveis desse 

biomarcador em pacientes tratados (D30), sugerindo a utilização do sCD163 como um 

eficiente parâmetro de cura clínica. Evidência essa suportada pelas análises de curva ROC 

realizadas, as quais mostram, pelas altas AUC, que a dosagem desse biomarcador possui 

uma eficiente relação sensibilidade/especificidade para quaisquer comparações 

realizadas, seja entre pacientes com diferentes apresentações clínicas ou indivíduos 

controles. Esses resultados destacam a potencial utilização desse biomarcador como 

parâmetro de gravidade e de melhora clínica da LV. 

Lastrucci e colaboradores (2015), realizaram analises similares em pacientes com 

TB e obtiveram resultados análogos. Através de curvas ROC, os autores destacaram a 

importância do sCD163 em distinguir indivíduos saudáveis de pacientes com TB ativa 

(AUC=0.78), e também pacientes com TB ativa de pacientes curados, após 12 meses de 

tratamento padrão (AUC=0.76) (Lastrucci et al., 2015). Além disso, o sCD163 foi 
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descrito como biomarador em doenças como a Glomerulonefrite (Li et al., 2015), 

Esclerose Multipla (Stilund et al., 2015), entre outras doenças inflamatórias (Moller et 

al., 2004; Mueller et al., 2015; Ab-Rahman et al., 2016). 

Em conjunto, esses dados sugerem que o biomarcador sCD163 possui forte 

associação com diagnóstico, gravidade e melhora clínica das doenças causadas por 

agentes intracelulares TB, Hanseníase e LV, entretanto essa relação é muito mais evidente 

e pronunciada com Hanseníase e LV.  

Apesar de não ter significância estatística, níveis mais baixos de Haptoglobina nos 

soros de pacientes com LV grave sugerem que os níveis elevados de sCD163 estão 

contribuindo para retirada de complexos Hb-Hp do plasma desses indivíduos e posterior 

processamento pela HO-1. Além do mais, Arginase-1 foi encontrada em níveis mais 

elevados no soro de pacientes LV grave, sugerindo um desvio do mestabolismo 

característico de macrófagos M2 (Iniesta et al., 2005). Essa análise em específico foi 

prejudicada pela perda das amostras ao longo da utilização pelo grupo de pesquisa. As 

dosagens desses fatores solúveis contaram  com uma quantidade menor de amostras, 

impedindo a possibilidade de significância estatística. 

A partir desses resultados, surgiu a necessidade de se descrever o mecanismo da 

indução da expressão dessa molécula e a fonte celular da molécula sCD163. Alguns 

estudos suportam a ideia de que o macrófago pode receber um estímulo a se diferenciar 

no fenótipo M2, que pode ser identificado pela expressão de CD163. Essas moléculas 

podem também sofrer proteólise e ser liberada para o microambiente (Philippidis et al., 

2004; Moura et al., 2012). Observamos que a infecção por Leishmania é capaz de induzir 

a expressão de CD163 no superfície de macrófagos e neutrófilos. 

Em hanseníase essa relação foi sugerida previamente, pela atividade de 

macrófagos intensamente parasitodos expressando CD163 em biopsias de lesões. Além 

disso, Moura e colaboradores mostraram a expressão de CD163 em monócitos induzida 

por micobactérias (Moura et al., 2012). Entretanto, não existem dados disponíveis, até o 

momento, mostrando se parasitos do gênero Leishmania induzem o mesmo efeito em 

macrófagos. 

O modelo de infecção com cepa de Leishmania amazonensis que expressa 

constitutivamente GFP, mostra que, assim como para Mycobacterium leprae, macrófagos 

infectados com Leishmania-GFP expressam diferencialmente o marcador CD163, além 

da molécula co-estimulatória CD86. Esses dados corroboram a hipótese que a Leishmania 
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pode fornecer o estímulo para diferenciação M2 e esses macrófagos são uma das possíveis 

fontes para o sCD163 que foi encontrado no soro de pacientes com LV. 

Ademais, estas células expressam o CD209, considerado marcador de macrófagos 

ativados, também reportado como característico de macrófagos M2, permissivos a 

patógenos como Mycobacterium leprae [10], contribuindo para o entendimento do 

contexto de ativação dessas células CD163+. 

As análises realizadas sugerem que a infecção por Leishmania induz a expressão 

de CD163 concomitantemente com outros marcadores, mostrado que essas células 

CD163+ são capazes de estimular a apresentação de antígenos com CD86, receber a 

sinalização de Lectina tipo C via CD209 e receber estimulação de CD40L, diretamente 

de linfócitos T CD4 ou através de sua forma solúvel (sCD40L), já descrito como 

importante na resposta imune contra Leishmania (De Oliveira et al., 2015). 

Na infecção por M. leprae a co-expressão de CD209 e CD163 é indicativo de uma 

programação celular fagocítica e permissiva dos macrófagos, característica de lesões 

multibacilares, descrito por Montoya e colaboradores (2009) [10]. Entretanto, no nosso 

modelo de infecção por Leishmania, não foi constatado aumento de células positivas para 

CD209 em células infectadas. Como as populações NE, GFP- e GFP+ possuem 

praticamente a mesma porcentagem de macrófagos CD209+ e apenas a população GFP+ 

teve aumento na porcentagem de células CD163+, é possível que o CD209 seja um 

marcador expresso em células em estágios mais iniciais de ativação, até mesmo no 

repouso. Após o estimulo que direciona a diferenciação para M2, nesse caso a 

Leishmania-GFP, a célula permanece expressando CD209 e passa a expressar o marcador 

CD163+, sendo que essa célula já diferenciada, positiva para ambos os marcadores, pode 

ser o fenótipo observado por Montoya (2009), também encontrada em nossas análises. 

Futuras análises utilizando marcação intracelular de citocinas, por citometria de fluxo, 

fornecerão as evidências necessárias para a compreensão da diferenciação dessas células 

em M1 ou M2. Principalmente no que tange as citocinas IL-10, IL-4, TNF-α e IL-12, 

essas análises proverão respostas interessantes quanto ao real papel das células CD163+ 

no microambiente de resposta imunológica. 

Os macrófagos que expressam CD163 são mais parasitodos com Leishmania-

GFP, sugerido que a expressão desse marcador está associada com uma maior 

susceptibilidade dos macrófagos à infecção por agentes intracelulares. Esse resultado é 

suportado pela correlação positiva entre a intensidade de fluorescência do fluorocromo 

que marca o CD163 e o marcador da Leishmania-GFP.  

https://ssl.translatoruser.net/bv.aspx?from=pt&to=en&a=https%3A%2F%2Fssl.translatoruser.net%2Fbvsandbox.aspx%3F%26dl%3Dpt%26from%3Dpt%26to%3Den%23_ENREF_10
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Além dos macrófagos, neutrófilos infectados com Leishmania-GFP também 

expressam o biomarcador CD163 e podem ser uma outra fonte para o sCD163 encontrado 

nos pacientes com LV. Além disso, a combinação dos 3 marcadores, CD163, CD40 e 

CD86, por análise booleana, revelou um neutrófilo mais permissivo à infecção, apesar da 

expressão dos marcadores CD86 (molécula coestimulatória para apresentação de 

antígeno) e CD40 (receptor de estimulação provinda dos linfócitos T auxiliares) que 

possibilitam a essa célula tanto fornecer sinais de amplificação da resposta imune, quanto 

receber sinais de ativação, respectivamente. 

Neutrófilos são classicamente a primeira linha de defesa contra patógenos, junta 

mente com os macrófagos residentes no tecido, migram rapidamente em grandes 

quantidades de células para os sítios inflamatórios (Faurschou e Borregaard, 2003; 

Marques et al., 2015). Essas células são rapidamente mobilizadas e são uma proteção 

essencial do hospedeiro contra uma variedade de patógenos (Carvalho et al., 2004; 

Hakkim et al., 2011). 

Neutrófilos são reconhecidos como primeiro tipo celular a chegar ao sitio de 

injuria da picada do Flebotomineo, como demonstrado em modelos experimentais, e são 

capazes de fagocitar a Leishmania (Laurenti et al., 1996; Peters e Sacks, 2009). Esses 

dados sugerem que os neutrófilos podem ser um alvo inicial para a Leishmania (Ribeiro-

Gomes e Sacks, 2012). Modelos experimentais in vitro tem mostrado que neutrófilos 

podem evitar a morte celular programada (apoptose) e servir como veículo para o parasito 

ganhar a corrente linfática e circulatória, por isso comumente chamado de “Cavalo de 

tróia”. Esse fenômeno promove uma infecção silenciosa, assumindo papel importante no 

estabelecimento da doença (Laskay et al., 2008). Por outro lado, tem sido demonstrado 

que os neutrófilos podem contribuir para o desenvolvimento de imunidade protetora 

durante os eventos iniciais da infecção por Leishmania (Mcfarlane et al., 2008). 

Entretanto, ainda não está claro as condições de infecção e resposta imune que levam 

essas células a ter comportamentos tão distintos e opostos, (Tacchini-Cottier et al., 2000; 

Ribeiro-Gomes, Flavia L et al., 2007). 

Adicionalmente, a expressão de CD163 por neutrófilos pode ser uma evidencia 

científica útil para o entendimento dos papéis opostos desempenhados por essa célula 

frente a infecção por Leishmania. Tacchini-Cottier e colaboradores descreveram um 

possível papel imunomodulatório de leucócitos polimorfonuclares (PMN) na 

diferenciação da resposta imune para o polo Th2, durante as fases iniciais da infecção por 

Leishmania major, mas esse trabalho não avaliou o mecanismo ou as Citocinas 
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produzidas por esses PMNs (Tacchini-Cottier et al., 2000). Groselj-Grenc e 

colaboradores encontraram a expressão de CD64 e CD163 em neutrófilos em pacientes 

com Síndrome da Resposta Inflamatória Sistêmica com ou sem sepse, mas este grupo de 

pesquisa não realizou mais análises com objetivo de descrever o papel dessas células na 

resposta imunológica, se limitaram a avaliar a acurácia da expressão dessas moléculas 

para o diagnóstico da doença (Groselj-Grenc et al., 2008). 

Extrapolando o conhecimento disponível acerca da atividade de macrófagos e sua 

diferenciação, pode-se sugerir que a molécula CD163 pode estar relacionada à 

diferenciação de neutrófilos para um fenótipo recentemente descrito na literatura como 

N2 ou Neutrófilos associados a tumor (TAN), em modelos animais de câncer (Fridlender 

et al., 2009; Sionov et al., 2015). Célula essa descrita como sendo permissiva aos tumores, 

contribuindo com seu desenvolvimento. Entretanto, somente com análises visando o 

perfil de citocinas inerente à essas células será possível analisar seu real papel na resposta 

imunológica contra Leishmania. Outras análises, com células CD163+ isoladas, visando 

relacionar esse fenótipo com perfis de experssão gênica, podem esclarecer o papel de 

macrófagos e neutrófilos CD163+ no contexto de resposta imunológica a patógenos 

intracelulares. 
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8 - CONCLUSÕES 

1. O papel do sCD163 como preditor de gravidade da Hanseníase foi 

reafirmado e a evidência científica ampliada, com a avaliação das formas 

intermediárias de doença (HI e HD) e com base nas curvas ROC; 

2. Foi revelada a importância do sCD163 como biomarcador de gravidade e 

resposta ao tratamento da Leishmaniose Visceral através das curvas ROC 

e correlação com parâmetros de gravidade da doença; 

3. Uma possível origem do sCD163 sérico são macrófagos intensamente 

parasitodos, com polarização para M2; 

4. Outra possível fonte para o sCD163 sérico são neutrófilos intensamente 

parasitodos, possivelmente diferenciados para o perfil N2 ou TAN. 

 

 

Figura 19. Resumo esquemático das conclusões. 
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9 - PERSPECTIVAS 

1. Dosagem do CD163 nos sobrenadantes dos macrófagos e neutrófilos infectados 

com leishmania 

2. Análise das Citocinas produzidas por macrófagos CD163+; 

3. Análise das Citocinas produzidas por neutrófilos CD163+; 

4. Análise das quinases fosforiladas em células CD163+; 

5. Análise da expressão de genes relacionados a função efetora das células CD163+; 

6. Avaliação da influência de Hormônios sexuais na diferenciação de macrófagos 

CD163+. 

7. Comparação da diferenciação de células CD163+ em macrófagos e neutrófilos de 

pacientes com passado de hanseníase e controles contactantes. 

8. Comparação da diferenciação de células CD163+ em macrófagos e neutrófilos de 

pacientes com passado de LV e controles DTH+. 
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APÊNDICE A 

 

CONSENTIMENTO INFORMADO PARA O ESTUDO DA RESPOSTA 

IMUNE 

Nome do Projeto: Influência da Resposta Imune e Sistema Endócrino na 

Apresentação Clínica da Hanseníase 

 

Registro.HU:_____________    Nº: __ __ __ - __ __  

 

Nome do Paciente:  

______________________________________________________________ 

 

Investigador Principal: Amelia Ribeiro de Jesus, médica, Hospital Universitário 

Rua Cláudio Batista S.N, Bairro Sanatório, Aracajú,-Brazil., Tel: (79)3218-1805. 

 

No do Projeto:  

 

Convite e Objetivo: 

Você é convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo entender 

porque as pessoas têm Hanseníase. Este estudo incluirá pessoas com esta doença que 

apresentam formas diferentes de feridas na pele. Além das informações deste documento 

você pode perguntar tudo sobre o estudo ao seu médico. Caso decida participar do estudo 

você será solicitado(a) assinar este formulário de consentimento. 

Participação voluntária: A sua participação é voluntária. Você pode decidir não 

participar do estudo em qualquer momento, sem perder os benefícios dos cuidados 

médicos prestados e de seu tratamento. Caso, após aceite participar, resolva descontinuar 

sua participação, isto será feito sem qualquer prejuízo para você. Participando ou não do 

estudo você receberá o medicamento utilizado para o tratamento da Hanseníase. 

Finalidade do estudo: Este estudo vai estudar como o seu corpo se defende 

quando atacado pela bactéria que causa esta doença. Para isto estudaremos o seu sangue 

e, possivelmente uma parte do exame de biópsia de sua ferida na pele. 

Procedimentos: Caso você concorde em participar do estudo, além de ser 

examinado por um médico clínico, realizar biópsia da lesão, teste intradérmico e exame 

de secreção de sua orelha, métodos que são necessários para o diagnóstico da doença, 



78 
 

você doará sangue  para a pesquisa dos mecanismos de defesa do organismo. A retirada 

do pedaço da pele ou da ferida para diagnóstico da sua doença será feita com anestesia 

para você não sentir dor e parte deste material poderá ser utilizado para os estudos da 

defesa do seu corpo contra a bactéria que causa a doença. Caso o diagnóstico de 

Hanseníase não seja confirmado, todo o material obtido para pesquisa será destruído. 

Duração do estudo: Após a assinatura do termo de consentimento sua 

participação no estudo é de 5 anos, a contar do primeiro dia de tratamento, caso você 

tenha Hanseníase. Periodicamente, você será examinado para determinar a cura da doença 

ou necessidade de utilização de novo tratamento, que também lhe será fornecido 

gratuitamente.  

Confidencialidade: Qualquer informação obtida durante este estudo só será do 

conhecimento da equipe médica e do órgão que protege o indivíduo em pesquisas (Comitê 

de ética do Hospital Universitário). Você e qualquer participante desse estudo não será 

identificado por nome nas publicações dos resultados do estudo. Apenas os representantes 

do Comitê de Ética em Pesquisa poderão ver sua ficha clínica. 

Análises de riscos e benefícios: A retirada de seu sangue e de um pedaço da ferida 

são feitos se você tiver ferida, ainda antes do tratamento, para confirmar o diagnóstico da 

doença. Dor leve na retirada de sangue devido à punção com agulha pode ocorrer. Em 

casos raros a retirada de sangue provoca sangramento ou mancha roxa na pele. Como 

anestesia local é utilizada, a retirada de um pedaço da ferida não é acompanhada de dor. 

O tratamento que você receberá é igual ao que todos os pacientes receberão participando 

ou não do estudo. A participação lhe trará como benefício um acompanhamento clínico 

mais freqüente. Um médico lhe visitará em sua casa para examinar também sua família. 

Você deve retornar às consultas médicas regularmente de acordo com marcação de seu 

cartão do Ambulatório do HU 

Retorno de benefícios para o sujeito e para a sociedade: A Hanseníase é  

relacionada a reação do seu organismo contra a bactéria que causa a doença e o 

conhecimento destas reações do seu corpo pode contribuir não só para o entendimento da 

doença como para o aparecimento de novas formas de tratamento ou controle os sintomas 

e também formas de previnir a doença. 

Custos: Você não terá custos com o tratamento. Você não receberá pagamento 

por sua participação neste estudo. 

Esclarecimentos: Caso você precise de atendimento médico durante o estudo, 

você pode contactar um dos seguintes Médicos pelo telefone (79)3237-7353: Dra. Amélia 
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Ribeiro de Jesus Dr. Emerson Ferreira da Costa ou Dr. Roque Almeida. Caso você queira 

saber alguma coisa sobre seus direitos e de seu filho, como paciente, você pode procurar 

o Comitê de Ética do Hospital Universitário, cujo endereço encontra-se no inicio deste 

consentimento ou pelo telefone (79) 3218-1805. 

Consentimento: Se você leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado 

e você concorda em participar do estudo, favor assinar o nome abaixo. A você será 

entregue uma cópia deste formulário para guardar. 

 

 

 

_____________________________  __________________  

Assinatura do participante                Data                              

 

 

 

_________________________  _________________ 

Assinatura do pesquisador                          Data    

 

 

 

_____________________________  _________________ 

Assinatura da testemunha    Data    
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APÊNDICE B 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Nome do Projeto: Avaliação Epidemiológica, Clínica e Imunológica de familiares e 

pacientes com Leishmaniose Visceral. 

 

NOME DO PACIENTE: ________________________________________________ 

 

No do Projeto: ________________________________________________________ 

 

Investigador Principal: Roque Pacheco de Almeida, Hospital Universitário da UFS, 

Aracaju-Sergipe-Brasil. Este documento explica um estudo de pesquisa e pede a sua 

permissão para o(a) senhor(a) ou seu (sua) filho(a) participar desta pesquisa. Se o(a) 

senhor(a) for pai/mãe ou guardião de uma criança abaixo de 18  anos, que foi convidado 

a participar desta pesquisa, a palavra “você” neste documento se refere ao seu filho. Ao 

final da explicação, pediremos  ao senhor(a) para assinar este documento, caso concordem 

participar desta pesquisa.  

Convite e Objetivo: Você está sendo convidado a participar de um estudo cujo objetivo 

é identificar familiares de pacientes com diagnóstico de Leishmaniose  visceral  que  

foram  ou  são atendidos no Hospital Universitário. Após lhe ser explicado o que contém 

neste  documento, você pode perguntar tudo sobre a  pesquisa  a  seu  médico. Todos os  

familiares  desses pacientes serão convidados a participar do estudo. Caso decida 

participar do estudo, você será solicitado a assinar este consentimento.  

Participação voluntária: Sua participação é voluntária. Você pode se recusar a  

participar ou pode desistir da participação no estudo a qualquer momento. Sua recusa em 

participar ou desistir de participar do estudo não afetará de modo algum qualquer 

tratamento que você estiver recebendo no Hospital Universitário. 

Finalidade do estudo: Identificar indivíduos  assintomáticos que residem  no  mesmo 

ambiente de pacientes com leishmaniose visceral através da resposta ao teste de 

Montenegro  e Sorologia positiva para  L. infantum, avaliando  também a resposta imune 

inata através da liberação de redes extracelulares de neutrófilos nos indivíduos 

Confidencialidade: Qualquer informação obtida durante este estudo será confidencial, 

sendo apenas compartilhada com outros membros da equipe médica do Comitê de Ética 

do Hospital Universitário. Embora os resultados obtidos neste estudo sejam publicados, 
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não haverá na presentação destes resultados meios que possam identificar os 

participantes. Suas fichas clínicas e os resultados de seus exames poderão ser também 

vistos pelo Comitê de Ética do Hospital Universitário.  Fotos suas poderão ser  mostradas 

em público sem identificar você e protegendo partes íntimas. 

Procedimento: Será retirado por punção venosa, 20 ml de sangue, que ao deve levar a 

riscos para sua saúde, podendo apresentar dor discreta no local da punção. O teste de 

Montenegro será aplicado no seu braço e é o mesmo procedimento quando você toma 

uma vacina e também não é prejudicial para sua saúde. Retorno de benefício para o sujeito 

e para a sociedade: O melhor conhecimento sobre o leishmaniose visceral poderá 

contribuir no futuro para medidas de controle da doença.  

Custos: Você não terá custos com a participação no estudo e, caso necessite de tratamento 

para leishmaniose, a medicação lhe será fornecida  gratuitamente. Você não receberá 

nenhum pagamento para participar desta pesquisa. Poderemos apenas contribuir com o 

seu transporte para comparecer as visitas no ambulatório após a alta do hospital. 

Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicação 

relacionada aos procedimentos realizados na pesquisa, você pode ligar para Dr. Roque 

Pacheco de Almeida (Tel.:  (79)8823-7244) ou Dra. Amélia Ribeiro de Jesus (Tel:  (79) 

8823-7245). Caso você queira saber  alguma coisa sobre os seus  direitos ou de seu filho, 

como paciente, você pode procurar o Comitê de Ética do Hospital Universitário, cujo 

endereço consta no início deste consentimento. 

Consentimento: Se você leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado e você 

concorda em participar do estudo, favor assinar o nome abaixo. Uma cópia deste 

consentimento lhe será entregue. Favor assinalar um dos quadros abaixo para indicar se 

deseja ou não ter o parasito que causa esta doença armazenado para estudos futuros 

aprovados sobre leishmaniose. 

 

______________________________________________________________________ 

Assinatura ou impressão do participante                                              Data    Hora 

______________________________________________________________________ 

Nome/Assinatura do pesquisador                                                         Data     Hora 

______________________________________________________________________ 

Nome/Assinatura da testemunha                                                          Data      Hora 
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Abstract  24 

Background.  25 

CD163, receptor for the haptoglobin–hemoglobin complex, is expressed on 26 

monocytes/macrophages and neutrophils. A soluble form of CD163 (sCD163) has been 27 

associated with the M2 macrophage phenotype; the M2 fate has been shown to down-28 

modulate inflammatory responses. In particular, previous studies have shown that M2 is 29 

closely associated with the most severe clinical presentation of leprosy (i.e. Lepromatous 30 

(LL)), as well as tuberculosis. We hypothesized that sCD163 correlates with severity of 31 

diseases caused by intracellular pathogens.  32 

Methodology/Principal Findings.  33 

To assess, the studies first confirmed that elevated levels of sCD163 were associated with 34 

the clinical form. sCD163 in the serum of Visceral Leishmaniasis (VL) patients was found 35 

at significantly higher levels than that of healthy individuals. Further analyses on 36 

infection and disease status of VL patients revealed a clear association with clinical 37 

disease parameters. In vitro culture assays revealed that Leishmania infection induced 38 

CD163 expression on the surface of monocyte/macrophages and neutrophils, suggesting 39 

these cells as possible sources of sCD163 release.  40 

Conclusions/Significance.  41 

Taken together, our results reveal an important role for sCD163 in immune modulation 42 

by M2 macrophages, particularly in serving as a biomarker for determining severity and 43 

disease progression of intracellular infections. 44 

 45 

Author Summary 46 
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Visceral leishmaniasis (VL) is a systemic, and most severe, form of leishmaniasis. 47 

Soluble CD163 (sCD163) levels can serve as biomarker for disease severity in several 48 

inflammatory disorders. However, no linkage has been reported for its relationship with 49 

Leishmania infections. We now demonstrate, for the first time, that sCD163 presence is 50 

directly correlated to disease severity in VL. Our studies present both clinical and in vitro 51 

experimental evidence showing that sCD163 levels are increased in VL patients and 52 

during in vitro infection of monocyte-derived macrophages and neutrophils with 53 

leishmania cultures. Furthermore, presence of sCD163 is reduced during clinical 54 

improvements. Taken together, results reveal an important role for sCD163 in immune 55 

modulation during disease progression, and suggest a potential role as biomarker for 56 

determining disease severity and clearance.  57 

 58 

Introduction 59 

CD163 is a member of the scavenger receptor cysteine-rich family [1]. CD163 binds to 60 

hemoglobin (Hb) and haptoglobin (Hp) complex [2] and helps to coordinate the receptor-61 

mediated endocytosis by phagocytes [3]. The binding of Hp inhibits Hb toxic properties 62 

[4] and delivers Hb to phagocytes expressing CD163 to be processed by hemeoxygenase-63 

1 (HO-1) [5, 6]. CD163, largely expressed on monocytes/macrophages and neutrophils 64 

[7, 8], has several roles as an extracellular sensor for bacteria and modulator of 65 

immunological responses [9]. CD163 is induced by glucocorticoids and upregulated by 66 

interleukin-6 (IL-6) and IL-10 [6, 10, 11]. Inversely, the molecule is downregulated in 67 

response to TNF- and IFN- [6, 10]. Alternatively activated, or M2, macrophages 68 

express CD163 and have anti-inflammatory and tissue repair properties [12, 13]. These 69 

M2 macrophages have been described in the most severe lepromatous presentation of 70 

leprosy (LL) [8]. CD163 can be shed from macrophage surfaces in response to 71 
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inflammatory stimuli [3]; the molecule can then be found as a soluble form (i.e. sCD163) 72 

[8, 14]. The molecule has also been shown to be predictive of disease severity in several 73 

inflammatory diseases [8, 12, 15-18], but no such linkage has been reported for 74 

Leishmania infection. Sampaio et al described prognostic and severity markers useful to 75 

inform clinical decisions in Visceral Leishmaniasis (VL) patients, as mucosal bleeding, 76 

jaundice, dyspnea, suspected or confirmed bacterial infections, neutrophil count 77 

<500/mm3 and platelet count <50,000/mm3 [19]. In addition, dos Santos et al reported IL-78 

6, IL-27 and sCD14 as useful biomarkers for severity of VL [20]. Moreover, the authors 79 

additional found that IL-6 levels greater than 200 pg/ml were strongly associated with 80 

death. Therefore we hypothesized that sCD163 would correlate with severity of diseases 81 

caused by intracellular pathogens, particularly those with variant manifestations 82 

determined by the immune response, such as VL and Leprosy. This study measured 83 

sCD163 in the sera of leprosy and VL patients to determine whether correlative 84 

association could be made with severity of disease. Results reveal strong correlations of 85 

sCD163 levels with the severest clinical presentations of both leprosy and VL. Moreover, 86 

we detected induction of CD163 expression on monocyte/macrophages and neutrophils 87 

by in vitro Leishmania infection. Collectively, our data suggest that intracellular 88 

pathogens induce CD163 expression to modulate the immune response and facilitate their 89 

survival, leading to the most severe clinical presentations. 90 

 91 

Methods 92 

Patients and serum measurement of sCD163 for Leprosy.  93 

Patients were enrolled at the Leprosy Clinic from the University Hospital, Federal 94 

University of Sergipe, in Sergipe State, Brazil (HU-UFS). They were classified according 95 

to the Madrid (1953) criteria of clinical forms: Indeterminate Leprosy (IL, n=9), 96 
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Tuberculoid Leprosy (TT, n=14), Borderline Leprosy (BL, n=14) and Leprometous 97 

Leprosy (LL, n=10) [21]. The inclusion criteria were have a diagnosis of leprosy confirme 98 

by clinical aspect of the lesions and either positive baciloscopy or histopathological 99 

confirmation in skin biopsies. Exclusion criteria were to have other conditions 100 

(pregnancy) or diseases that interfere in the immune response or in the clinical outcome 101 

of leprosy (HIV, HTLV-1). The patients were treated following the standard multidrug 102 

therapy (MDT), according to the Brazilian Ministry of Health and World Health 103 

Organization, for paucibacillary or multibacillary operational forms. Sera samples of 104 

households contacts of patients (Contacts) (n=23) were used as controls; these are healthy 105 

individuals who lived with the Leprosy-positive patients in direct contact with microbe 106 

but did not develop diseases (i.e. resistant).  107 

 108 

Patients and serum measurement of sCD163 for Visceral Leishmaniasis. 109 

VL patients’ serum samples were collected in the VL Reference Center at HU-UFS. The 110 

patients were divided in five groups; (1) before treatment (D0-Classic, n=33), (2) 30 days 111 

after diagnosis with VL (receiving treatment during the time period) (D30, n=19), (3) 112 

severe VL at day 0 (D0-SVL, n=13), (4) asymptomatic (delayed type-hypersensitivity 113 

(DTH)-positive, n=11) and (5) non-endemic controls (HC, n=8). DTH positive 114 

individuals are people who live with the patients but do not have clinical symptoms of 115 

the disease; the individuals are responsive as measured by positive for DTH upon 116 

treatment with Leishmania soluble antigen on the skin.  Patients were classified as severe 117 

VL based on clinical features that included platelet counts <50,000/mm3, bleeding, 118 

bacterial infections, neutrophil counts <500/mm3, dyspnea and jaundice as described by 119 

Sampaio et al. [19]. The inclusion criteria were to have VL diagnosis confirmed by direct 120 

observation of Leishmania in bone marrow aspirates or positive culture in NNN media 121 
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(Sigma-Aldrich), or positive rK39 serological test (KalazarDetect Rapid Test: InBios 122 

International Inc). Exclusion criteria were the same applied to Leprosy patients. Patients 123 

were submitted to standard VL treatment with Antimonial (Sbv) [22]. All sera samples 124 

were stored at -80oC. sCD163 quantification were performed at the same time for all sera 125 

samples by ELISA kit according to the manufacturer’s instructions (R&D Systems). 126 

 127 

Ethical considerations 128 

The Ethics and Research Committee of the Federal University of Sergipe approved this 129 

study (CAAE 0151.0.107.000–07 and CAAE 0152.0.107.000-07) and all patients, or their 130 

legal guardians, willfully consented. The patients in this manuscript have given written 131 

informed consent (as outlined in the PLOS consent form) to publication of their case 132 

details. 133 

 134 

Cell isolation and culture.  135 

Monocytes were isolated from peripheral blood and plated in 24 well plate at 5x105 136 

cells/well. Differentiation of macrophages were performed as previously described by de 137 

Oliveira et al [23]. Neutrophils were isolated from peripheral blood samples (with EDTA 138 

as anticoagulant) from healthy donors using PolimorphPrep reagent, according to the 139 

manufacturer’s instructions (Axis-Shield). The cells were washed with PBS prior to 140 

plating in 96 wells plates at a concentration of 106 neutrophils/well in RPMI 1640 141 

supplemented with 10% FBS. 142 

 143 

Leishmania-GFP infection.  144 

L. (L.) amazonensis strain (MHOM/BR/73M2269) [24] constitutively expresses GFP 145 

(Leishmania-GFP). The parasites were cultured in Schneider's Drosophila medium 146 
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(Invitrogen) plus 10% FBS. The infection of human macrophages was performed at a 147 

10:1 stationary-phase of promastigotes to macrophage, respectively. Extracellular 148 

parasites were removed 2 hours later by washing. After 24h, the cells were stained and 149 

analyzed by FACS. Neutrophils were infected with 5:1 parasites to neutrophil ratio, 150 

respectively for 3h, prior to staining and analysis by FACS. 151 

 152 

FACS Analysis.  153 

The cells were washed with PBS and incubated with fluorescently-labeled antibodies (BD 154 

Biosciences, USA), according to the manufacturer’s instructions. Acquisition of the data 155 

was performed on FACS CANTO II (BD Biosciences) and analyzed using FlowJo v10.0 156 

software (Tree Star). To access the Macrophages phenotype, cells were stained with anti-157 

CD209-BV421 (cat. 564127), anti-CD163-PE (cat. 556018), anti-CD86-BV510 (cat. 158 

563461) and/or anti-CD40-APC (cat. 555591). To access the neutrophils phenotype, 159 

staining was with anti-CD15-BV450 (cat. 561584) and anti-CD163-PE. Stained cells 160 

were fixed with 4% paraformaldehyde prior to acquisition.  161 

 162 

Statistical analysis.  163 

Results were expressed as mean ± standard deviation (SD). D’Agostinho and Pearson test 164 

was performed to test if the data had a normal distribution. Differences between two 165 

groups were determined by Mann-Whitney test (sCD163 analysis). Parametric t paired 166 

test was used in before/after treatment analysis. Friedman paired test with Dunn´s post 167 

test (Surface Phenotype and Median of Fluorescence Intensity analysis) was used for non-168 

parametric paired analyses. Correlation analysis was performed using Spearman 169 

correlation test. A p-value ≤ 0.05 was considered significant. Analyses were performed 170 

using Windows GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software). 171 
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 172 

Results 173 

High serum levels of sCD163 is a good biomarker for Lepromatous Leprosy  174 

Patients with LL, the most severe form of Leprosy, had higher serum sCD163 relative to 175 

households contacts of patients (contacts) (p<0.001, Mann-Whitney test), tuberculoid 176 

leprosy (TT) (p=0,001, Mann-Whitney test), indeterminate leprosy (IL) (p=0.01, Mann-177 

Whitney test) and borderline leprosy (BL) (p=0.0009, Mann-Whitney test) (Fig 1A). 178 

Receiver Operating Characteristic (ROC) curves were constructed. Area under the curve 179 

(AUC) analysis highlights sCD163 dosage for clinical distinction between the more 180 

severe (LL) compared to TT (AUC=0.8571, 95% confidence interval (CI) [0.69 – 1.02], 181 

p=0.0034) or contacts (AUC=0.8439, 95% CI [0.72 – 1.02], p=0.0008) (Fig 1B-C).  The 182 

serum levels of haptoglobin, heme-oxygenase-1 and arginase-1 were not different 183 

between the groups with different clinical forms or the control group (data not shown).  184 

 185 

Fig 1. sCD163 in sera samples of LL Patients is higher than in other clinical forms 186 

and controls, and has a good sensitivity for diagnosis of this clinical form. (A) Serum 187 

of Leprosy patients of different clinical presentations were collected and sCD163 188 

concentrations were measured by ELISA. Home contacts without symptoms or signs of 189 

Leprosy (Contacts) were used as a control group (n=23). The means  SD of sCD163 in 190 

Indeterminate Leprosy (IL) (n=9) (114  49,57 ng/mL), Tuberculoid Leprosy (TT) (n=14) 191 

(90,29  44,06 ng/mL), Borderline Leprosy (BL) (n=14) (97,71  47,97 ng/mL), 192 

Lepromatous Leprosy (LL) (n=10) (177,6  62,18 ng/mL) and Contacts (90,78  31,55 193 

ng/mL) were compared, by Mann-Whitney test. (B) ROC curve of sCD163 concentration 194 

comparing TT versus LL (B) and Contacts versus LL patients (C). 195 

 196 
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sCD163 levels correlate with severity and clinical improvement of Leishmaniasis  197 

We detected high serum levels of sCD163 in VL patients, as compared to healthy 198 

individuals (HC; from non-endemic regions) and controls (that are delayed-type 199 

hypersensitivity-positive (DTH+) (p<0.0001, Mann-Whitney test) [20]. Higher levels 200 

were detected in patients classified as severe VL (D0-SVL) (p<0.004, Mann-Whitney 201 

test), suggesting that CD163-positive macrophages are an important reservoir for 202 

Leishmania infantum (Fig 2A). We also observed a positive correlation between sera 203 

sCD163 levels and spleen size (r=0.3915) (Fig 2B) and liver size (r=0.4353) (Fig 2C) in 204 

these patients; the method is a standard clinical parameter for determining VL severity 205 

[20]. These results highlight the potential of sCD163 as a biomarker for predicting 206 

severity of VL. A reduction of sCD163serum levels, confirmed by paired analysis before 207 

(D0-Classic) and after treatment (D30) (p=0.0455, paired t test) (Fig 2D) corroborates 208 

that the decrease of sCD163 can be used as a parameter for clinical stages and treatment 209 

success.   210 

 211 

Fig 2. sCD163 levels correlate with severity of VL. (A) sCD163 levels were measured 212 

in sera of VL patients of different clinical status by ELISA. The means  SD of patients 213 

with classical VL at D0 (D0-Classic, n=33) (152,1  67,86 ng/mL), D30 (n=19) (98,79  214 

58,58 ng/mL) and of patients of severe VL at D0 (D0-SVL) (n=13) (241,5  76,88 ng/mL) 215 

were compared by Mann-Whitney test. Sera samples of household contacts without 216 

symptoms or signs of VL (DTH+, n=11, 72,55  25,68 ng/mL) and non-endemic 217 

individuals (HC, n=8, 49,0  23,71 ng/mL) were included as control groups. Spearman 218 

correlation analysis between sCD163 sera quantification and the (B) spleen size and the 219 

(C) liver size. (D) Paired analysis of sCD163 quantification in sera samples of LV patients 220 

before and after treatment (n=16, p=0.0455, paired t test). 221 
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 222 

Fig 3A shows the distinction between control group (HC) versus D0-classic patients 223 

(AUC=0,9697, CI [0,9112-1,02], p=0,0001), by ROC curve, reiterating the value of 224 

sCD163 as a biomarker of disease. The analysis of D0-classic versus D0-SVL patients 225 

(AUC=0,8403, CI [0,7101-0,97], p=0,0004) (Fig 3B) and D30 group (AUC=0,7376, CI 226 

[0,5832-0,89], p=0,0046) (Fig 3C) further reveals evidence of disease severity and 227 

clinical improvement, respectively. No significant differences were observed in serum 228 

levels of haptoglobin, HO-1 and arginase-1 between these groups (data not shown). 229 

 230 

Fig 3. ROC curves of sCD163 concentration. Comparing HC versus D0-Classic (A), 231 

D0-Classic versus D30 (B) and D0 versus D0-SVL group (C).  232 

 233 

Leishmania induces macrophage CD163 expression 234 

CD163 expression was evaluated in macrophages infected by Leishmania amazonensis 235 

expressing GFP under the non-repressible CMV promoter (Leishmania-GFP). 236 

Macrophages exposed to Leishmania-GFP for 24 hours yielded two cells subpopulations, 237 

GFP+ and GFP-. Both were analyzed for surface marker expression of CD40, CD86, 238 

CD209 and CD163 by flow cytometric analyses (Fig 4A) [25]. GFP- cells were assumed 239 

to be non-infected bystanders (i.e. resistance to infection). GFP+ cells were considered 240 

infected (i.e. permissive cell to Leishmania). As observed in Fig. 4B, the GFP+ population 241 

has a higher percentage of CD86+ (57,11%) and CD163+ (33,6%) cells as compared to 242 

GFP- (CD86 44,78%, CD163 3,22%) and Unstimullated group (i.e. unexposed to 243 

Leishmania-GFP) (CD86 36,93%, CD163 12,62%).  244 

 245 
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The median fluorescence intensity (MFI) of GFP was evaluated in CD40, CD86, CD209 246 

and/or CD163 positive populations to assess the relationship of the studied markers with 247 

parasite load. CD163+ cells showed higher infection (MFI = 913.167) than 248 

CD40+CD163- (MFI = 715.143) cells (p<0.0005, Friedman paired test) (Fig 4C). A 249 

positive correlation between the CD163 and GFP (Leishmania-GFP) was observed 250 

(r=0,6696, p<0,0001), confirming the relationship between parasite infection/load with 251 

macrophage/monocyte responses in CD163 expression (Fig 4D). These results 252 

corroborate the proposed model that high-infected macrophages permissive to 253 

Leishmania are a source of sCD163. 254 

 255 

Fig 4. CD163 expression induced by Leishmania-GFP in Monocyte/Macrophage. (A) 256 

Gating strategy of the monocyte/macrophage surface phenotype analysis. PBMC were 257 

collected from healthy donors and the adherent cells cultured for 5 days in RPMI 1640 258 

plus 20% FBS. The cells were infected with Leishmania-GFP (10 parasites: 1 259 

macrophage), and stained with specific antibodies for macrophage surface molecules 260 

prior to analysis by flow cytometry. (B) The macrophage phenotype were analyzed by 261 

FlowJo software (n=6 experiments, in duplicate). Green and black bars represent, 262 

respectively, the GFP positive and negative cells after 24h of exposure to Leishmania-263 

GFP. White bars are the  non-exposed group (Unstimullated). The means  SD of parental 264 

percentage of the cell populations was compared by Friedman paired test with Dunn’s 265 

post test. (C)  MFI analysis of GFP in the different populations according to the surface 266 

phenotype, 24h after infection (n=7 experiments in duplicate). The means  SD of MFI 267 

of each population were compared by Friedman paired test with Dunn’s post test. (D) 268 

Spearman correlation analysis between CD163-PE and Leishmania-GFP fluorescence for 269 

each cell of the analysis (one representative of 7 experiments in duplicate).  270 
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  271 

Leishmania induces CD163 expression in neutrophils 272 

To identify if infected neutrophils could also express CD163, the cells of healthy 273 

individuals were exposed to Leishmania-GFP and analyzed by FACS (Fig 5A). Results 274 

reveal a higher percentage of CD15+CD163+ cells in GFP+ (25,08%), as compared to 275 

GFP- (14,84%) and unstimulated controls (6,90%) (p=0,0008, Friedman paired test) (Fig 276 

5B). Collectively, these studies parallel those of macrophages, and further suggest that 277 

both macrophages and neutrophils are dominant contributors of soluble CD163.  278 

  279 

Fig 5. CD163 expression induced by Leishmania-GFP in Neutrophils. (A) Gating 280 

strategy of neutrophils for membrane-bound phenotypic analysis. Neutrophils were 281 

purified from healthy donors and infected with Leishmania-GFP (5 parasites: 1 282 

neutrophil) in RPMI 1640 plus 10% FBS. (B) 3h after infection, neutrophils were 283 

immuophenotyped by acquiring samples using flow cytometric analyzers and datasets 284 

analyzed by FlowJo software (n=5 experiments, in duplicate). Green and black bars 285 

represent, respectively, the GFP positive and negative cells. The white bars represent non-286 

exposed group (Unstimullated). The means  SD of parental percentage of GFP+, GFP- 287 

and non-exposed cells were compared by Friedman paired test with Dunn’s post test. 288 

  289 

Discussion 290 

Whereas biomarker CD163 has been shown to be characteristic of macrophages 291 

permissive to infection with M. leprae, its expression is indicative of M2 subtype 292 

macrophage. In addition, sCD163 shedding (from surface of macrophages or neutrophils) 293 

represent a population of cells inefficient in fighting against M. leprae and L. infantum 294 
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infections (i.e. representing the M2 subtype). It can therefore be a valuable marker of 295 

diseases caused by intracellular pathogens [8, 26].  296 

Our data, using leprosy patients, corroborate studies by Moura et al describing serum 297 

sCD163 association with leprosy Lepromatous (LL), as compared to patients Tuberculoid 298 

form (TT) [8]. Moreover, our work measured the levels of sCD163 in patients with 299 

intermediate forms of leprosy (IL and BL). ROC curves show that these levels of sCD163 300 

have a very significant relationship between sensitivity and specificity among the most 301 

severe multibacillary, LL, and TT medium forms. Furthermore, this level was efficient in 302 

distinguishing the LL form from all others, even when compared to control subjects.  303 

This relationship between serum levels of sCD163 and severity of leprosy, can (in part) 304 

be explained by the differentiation of macrophages to M2 phenotype, demonstrated by 305 

the presence of CD163+ macrophages in lesions of LL patients [8]. Sousa et al (2016) 306 

found a positive correlation between CD163 expression and a variety of inflammatory 307 

cytokines in lesions of LL patients, besides of arginase-1 enzyme expression 308 

(characteristic M2 macrophages metabolism) [27]. Interestingly, our study found no 309 

differences among the groups in the levels of Haptoglobin and the enzyme that degrades 310 

the hemoglobin-haptoglobin complex (Hb-Hp), heme-oxygenase-1 (HO- 1) and arginase-311 

1.  312 

Because of similarities between the disease causing-pathogens, we next studies the role 313 

of sCD163 in VL. Thus, high levels of sCD163 were found in the serum of patients with 314 

VL; levels were proportional to disease severity. These data suggest that, like leprosy, the 315 

CD163 is an important marker of pathogen load. The positive correlation between the 316 

sCD163 dosage with liver and spleen size supports the use of sCD163 as a biomarker of 317 

disease severity in VL. Additionally, a paired comparison shows a decrease in levels of 318 

this biomarker in treated patients (D30), suggesting use of sCD163 as a parameter for 319 
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stages of clinical progression. This evidence was supported by the ROC curve analyses, 320 

the levels of this biomarker has an efficient sensitivity/specificity between patients with 321 

different clinical presentations or control subjects.  322 

Lastrucci et al (2015) conducted similar analyses in patients with Tuberculosis (TB) and 323 

obtained similar results. Together, these data suggest that sCD163 biomarker is strongly 324 

associated with diagnosis, severity and clinical improvement of diseases caused by 325 

intracellular agents, such as TB, Leprosy and VL, although this relationship is much more 326 

pronounced with leprosy and VL. Based on these results, there was a need to describe the 327 

mechanism of CD163 expression and the cellular source of this molecule. We observed 328 

that infection by Leishmania is capable of inducing CD163 expression on macrophages 329 

and neutrophils surface. In leprosy this relationship has been previously suggested by 330 

activity of heavily parasitized macrophages expressing CD163 in lesions biopsies. 331 

Moreover, Moura et al (2012) showed CD163 expression on monocytes was induced by 332 

mycobacteria [8]. However, no studies have shown whether  Leishmania parasites can 333 

induce the same fate in macrophages. In the infection with M. leprae, co-expression of 334 

CD209 and CD163 is indicative of a permissive cell programming and phagocytic 335 

macrophages, characteristic of multibacillar lesions [26]. However, in our model of 336 

Leishmania infection did not lead to increases in CD209 positive cells. As non-infected, 337 

GFP- and GFP+ populations have the same percentage of CD209+ macrophages and only 338 

the GFP+ population was increased in the percentage of CD163+ cells, it is possible that 339 

CD209 is a marker expressed on cells in early stages of activation. One caveat of the 340 

studies was the use the L. amazonenis species/strain expressing GFP instead L. infantum 341 

strain. Unfortunately, our group, at this moment, have just an L. amazonenis strain 342 

expressing GFP, and no L. infantum strain. Interestingly, several review papers about the 343 

interaction between Leishmania and phagocytes did not analyze species separately [28-344 
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32]. Additionally, the infection with L. amazonensis - GFP indeed induced CD163 345 

expression in both macrophages and neutrophils. Our experiment using a non-fluorescent 346 

strain of Leishmania could not separate the populations to the analyzes by flow cytometry. 347 

Although the readout indices corroborate each other, future studies will want to evaluate 348 

all the species of Leishmania. 349 

Analysis targeting the cytokines produced by these cells can provide the evidence 350 

necessary for understanding the differentiation of these cells in M1 or M2. CD163 351 

expressing macrophages are more parasitized with Leishmania-GFP, suggesting that 352 

biomarker expression is associated with increased susceptibility of these cells to infection 353 

by intracellular agents. This result is supported by positive correlation between the 354 

fluorescence intensity GFP  and CD163.  355 

In addition to macrophages, neutrophils infected with Leishmania-GFP also express 356 

CD163 and may be another source for this soluble biomarker in patients with VL. An 357 

immunomodulatory role of polymorphonuclear leukocytes was described during the early 358 

phase after Leishmania major delivery [33]. Groselj-Grenc found expression of CD163 359 

on neutrophils in systemic inflammatory response syndrome, but no mechanisms were 360 

proposed in these studies to explain the role of these CD163+ neutrophils [7]. We suggest 361 

that CD163 may be related to differentiation of these cells to an anti-inflammatory 362 

subtype of neutrophil, recently described in the literature as N2[34, 35]. This altered fate 363 

may be a clue to understand the apparently opposite roles of neutrophils during VL. 364 

Further studies are needed to confirm the presence of CD163 positive neutrophils in VL 365 

patients during active disease, and verify the role of N2 neutrophils as reservoir for 366 

Leishmania in VL. 367 

 368 

Conclusion 369 
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 In conclusion, we reaffirm and enhance the scientific evidence for the use sCD163 in 370 

serum of patients to predict disease status in Leprosy. For the first time, we show the 371 

importance of high sCD163 in VL, with reduction observed after treatment. We also show 372 

a direct correlation between sCD163 and spleen and liver sizes, and associate CD163 373 

levels to VL severity. We thus propose this soluble receptor as a potential biomarker to 374 

evaluate disease progression and predict treatment response in VL. This study also 375 

suggests that infected macrophages and neutrophils are two possible sources of sCD163. 376 

Our data suggest that the genus Leishmania has the potential to provide polarizing 377 

stimulus to an anti-inflammatory fate within macrophages and neutrophils, called M2 and 378 

N2. This would favor parasite multiplication and suppression of Leishmania-specific 379 

cellular immune response observed in clinical cases. This can be explained by 380 

differentiation of M2 macrophages, as demonstrated by detection of CD163+ cells [8], 381 

and correlation between CD163 expression and a variety of anti-inflammatory cytokines 382 

and Arginase-1 expression, characteristic of M2 macrophages, in LL biopsies [27]. 383 
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