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RESUMO

sCD163 como biomarcador de gravidade em Hanseniase e Leishmaniose Visceral.
Ricardo Luis Louzada da Silva. Aracaju-SE, 2016.

O marcador CD163, receptor para 0 complexo Haptoglobina-Hemoglobina, é expresso
em monaocitos/macrofagos e neutréfilos. Sua forma soltvel (sSCD163) tem sido associada
com o fenotipo de macréfagos M2, que modulam negativamente a resposta inflamatéria
e descritos como relacionados a apresentacdo Virchowiana da Hanseniase bem como a
Tuberculose. Este trabalho se baseou na hipdtese de que sSCD163 poderia se correlacionar
com a gravidade de doencas provocadas por patdgenos intracelulares. O objetivo geral
foi verificar a presenca e caracterizar a associacdo do marcador CD163 com apresentacéo
clinica da Hanseniase e Leishmaniose Visceral (LV). Soros de pacientes com diferentes
formas clinicas de hanseniase (n = 47), e de pacientes com LV foram testados para a
presenca do sCD163. Foram comparadas as concentracfes do sCD163 entre as formas
clinicas da hanseniase (Indeterminada - HI, Tuberculdide - HT, Dimorfa - HD e
Virchowiana - HV). A presenca do sCD163 foi também avaliada nos soros de pacientes
com LV (n = 46) no DO (antes do tratamento) (n = 33), D30 (pds-tratamento) (n = 19) e
comparada entre os pacientes no DO com LV grave (n = 13). Foram observados altos
niveis do sCD163 nos soros dos pacientes com hanseniase em comparagdo com controles
contactantes, e confirmou-se a associacdo desta molécula com a forma HV. Curvas ROC
demontraram alta sensibilidade e especificidade da dosagem desta molécula para a
associacdo com a forma mais grave HV da doenca. Na LV, foram observadas
concentracdes elevadas do sCD163 no DO, sendo estas ainda mais elevadas nos pacientes
com LV grave. Além disso, observou-se reducdo do sCD163 ap6s o tratamento (D30).
Analises de correlacdo confirmaram inter-relacdo entre o biomarcador e parametros de
gravidade da LV, sendo observadas correlacGes diretas entre as concentra¢fes de SCD163
e as medidas do figado e do baco. Curva ROC, também confirmou a associacéo entre o
nivel sérico alto desta molécula com a forma mais grave da LV. Adicionalmente, hd uma
reducdo significativa do sCD163 com cura clinica pds-tratamento. Experimentos in vitro
indicaram inducéo da expressdo de CD163 na superficie de macrofagos e neutréfilos por
Leishmania amazonensis, sugerindo que estas células sejam possiveis fontes para a
molécula sérica encontrada nos pacientes com LV. Nao houve diferencas nos niveis de
haptoglobina, heme-oxigenase-1 e arginase-1 entre o0s pacientes com LV classico e LV
grave. Em conjunto, esses dados um possivel papel da molécula de sCD163 como
biomarcador de doenca e de gravidade na hanseniase e LV, e sugere um papel da
leishmania na inducdo da expressao dessa molécula. Além disso, os achados sugerem que
CD163 pode serum marcador de macrofagos e neutrofilos M2 e N2, os quais podem
modular a resposta imune e contribuir para a apresentacdo clinica de infeccGes por
patdgenos intracelulares.

Palavras-chave: CD163, Leishmania, Macrofagos, Neutrofilos, Hanseniase



ABSTRACT

sCD163 as a severity biomarker for Leprosy and Visceral Leishmaniasis. Ricardo
Luis 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 (DO) (n = 46), and at D30 post treatment (n = 19),
and also compared at DO, between patients with classical VL (n = 33) and severe VL (n
= 13). High levels of sSCD163 were detected in sera from leprosy patients as compared to
contact controls, and confirmed the association of sSCD163 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 sSCD163 in sera at DO 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 sSCD163 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 - INTRODUCAO

A resposta imune exerce um importante papel no reconhecimento e resposta a
agentes agressores. Em diversas situacdes, a auséncia de doenca resulta de um equilibrio
entre a resposta inflamatdria e anti-inflamatdria, pois 0 excesso de resposta pode levar a
lesdo tecidual e fendmenos de autoimunidade ou hipersensibilidade. Nesse contexto, tanto
a resposta imune inata quanto a adaptativa tém mecanismos de regulacdo negativos
importantes para evitar uma intensa agressdo tecidual (Gurung e Kanneganti, 2015).

Na resposta imune inata, os fagdcitos sao células atraidas muito cedo em resposta
a substancias quimiotaticas dos patdgenos ou a quimiocinas da propria resposta imune.
As agressbes ao tecido que levam a liberacdo de autoantigenos, a exemplo de
hemoglobina, albumina, colageno, DNA, habitualmente ndo devem induzir resposta
inflamatdria, ao contrario, induzem sinais que modulam negativamente a resposta imune.
No entanto, os patdgenos, os quais tem padrdes moleculares especificos (PadrBes
Moleculares Associados a Patogenos - PAMPs) e diferentes dos de nossas células,
induzem a ativacdo dos fagdcitos, expressdo de moléculas sinalizadoras e liberacdo de
citocinas que estimulam a resposta inflamatéria. Algumas moléculas dos patdgenos
podem ter efeitos supressores dessa resposta e ndo ativar a resposta imune, ou podem
estimular producdo de mediadores anti-inflamatorios, a exemplo da IL-10 (Gurung e
Kanneganti, 2015).

A resposta imune adaptativa, cujas células principais sdo os linfocitos, tem ainda
maior plasticidade de reconhecimento e possibilidades de diferenciagdo em subtipos que
modulam positivamente ou negativamente a resposta imune a diferentes tipos de
patdgenos. Além disso, geram mem@aria para que haja resposta mais rapida em uma nova
exposicao ao agente infeccioso (Gurung e Kanneganti, 2015).

Como os macréfagos sdo também células apresentadoras de antigenos, estes tém
um papel importante em regular a ativacgéo de linfocitos TCD4+, e diferenciagdo destes
em subtipos que irdo regular diferentes tipos de resposta imune. Assim, a depender do
microambiente, 0os macrdéfagos podem ser fenotipicamente polarizados para montar
programas especificos funcionais. Macréfagos polarizados podem ser amplamente
classificados em dois grupos principais: os macréfagos classicamente ativados (M1),
cujos estimulos ativadores in vitro sdo IFN-y e LPS, ¢ os macrofagos alternativamente
ativados (M2), subdivididos em Mz2a (ap6s exposicdo a IL-4 ou IL-13), M2b
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(imunocomplexos em combina¢do com IL-1p ou LPS) e M2c¢ (IL-10, TGF- ou
glucocorticoides) (Murray et al., 2014).

Macrofagos M1 exibem potentes propriedades microbicidas e promovem fortes
respostas Thl, mediada pela IL-12 e IL-23, enquanto que o fenotipo M2 é geralmente de
suporte e conduz processos anti-inflamatdrios. Macrofagos M2 desempenham um papel
importante na resolugdo de inflamacdo através de altas capacidades endociticas de
depuracdo de moléculas dos tecidos e portanto autoantigenos, acompanhado pela
secre¢do reduzida de citocinas pro-inflamatdrias (Martinez et al., 2008; Krausgruber et
al., 2011).

O CD163 expresso na superficie de macréfagos 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 ligacdo da Hb a Hp tem um efeito
inibitdrio as propriedades toxicas deste complexo e previne a modificacdo peroxidativa
da Hb (Buehler et al., 2009). Adicionalmente, a formacdo do complexo com a Hp impede
a filtragdo da Hb nos rins (Kino et al., 1987; Fagoonee et al., 2005) e a entrega aos
fagocitos que expressam CD163 em sua superficie. E entdo, a subunidade globina é
degradada no lisossomo e o grupamento Heme ¢ 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 proteina CD163 é desempenhado na resposta imunologica.
Nesse contexto, no qual os macrofagos sdo adaptados a limpeza tecidual, incluindo
complexos Hp-Hb, é que pode ocorrer a expressao de CD163 por essas células, que tem
sido associado ao fendtipo M2. Esses macr6fagos M2 estdo associados a modulacao
negativa da resposta imunoldgica e foram descritos como relacionados a uma
apresentacdo mais grave da Hanseniase, a forma Virchowiana (Moura et al., 2012).

Além disso, esse marcador de superficie pode sofrer prote6lise e ser liberado para
0 meio, mediante estimulo anti-inflamatdrio (Kristiansen et al., 2001), e ser detectado em
sua forma soluvel (sCD163), sofrendo modulacdo mediada pela producdo de IL-10
(Philippidis et al., 2004; Moura et al., 2012). Assim, é descrito como marcador para a
polarizacdo 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 doencas parasitarias afetam de forma consideravel a populagdo mundial e
dentre elas, as leishmanioses tém um grande impacto na saude publica global. As
leishmanioses s3o endémicas em 88 paises distribuidos pelas Américas, Africa, Asia 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 estdo concentrados em Bangladesh,
Etiopia, India, Suddo, Suddo do Sul e Brasil. No Brasil, é frequente a notificagio de
casos de LV nas regides nordeste, norte, centro-oeste e sudeste, 0 que demonstra a
disseminacédo da doenga, inicialmente concentrada na regido nordeste do pais.

A forma solUvel sérica do CD163 tem sido descrita como um biomarcador preditor
de gravidade de uma variedade de doencas inflamatérias, a exemplo de
glomerulonefrite, esclerose multipla e doenca de Gaucher (Moller et al., 2004;
Lastrucci et al., 2015; Li et al., 2015; Stilund et al., 2015), bem assim em doencas
infecciosas por agentes intracelulares, como na Hanseniase e Tuberculose (TB) (Moura
etal., 2012; Lastrucci et al., 2015). Contudo, ndo ha estudos na literatura sobre 0 sSCD163
na infeccdo por Leishmania. Nossa hipéteses que a infec¢do por Leishmania sp. induz a
expressdo de CD163 em macrofagos, sendo esta um marcador de permissividade a
infeccdo e que a sua forma soltvel pode ser utilizada como biomarcador de doenca e
gravidade. Entdo nosso objetivo geral € verificar a presenca e caracterizar a associa¢do
do marcador sCD163 com a apresentacdo clinica da Hanseniase e Leishmaniose Visceral
e se a infecgdo por Leishmania sp é capaz de induzir a expressdo do CD163 em fagécitos

humanos.
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3- REVISAO DA LITERATURA

3.1 - Hanseniase

3.1.1- Hanseniase — Aspectos Gerais

Hanseniase € uma doenca infecciosa causada pelo Mycobacterium leprae (M.
leprae), transmitido por via respiratoria, com que o homem tem convivido a milhares de
anos. A doenca atinge principalmente a pele e 0s nervos, provocando em muitos casos,
deformidades graves, motivo de um forte estigma social (Richardus e Habbema, 2007;
Alter et al., 2008). Séo descritos cerca de 500 a 700 mil novos casos da doenga no mundo
e sua completa extingdo ndo acontecera com facilidade, apesar do uso de esquemas
terapéuticos com multiplas drogas eficazes (Britton e Lockwood, 2004; Scollard et al.,
2006). No Brasil a incidéncia é de 18,2 pacientes por 100.000 habitantes. Em Sergipe,
dados publicados pelo nosso grupo mostram uma inciénica de 18,4/100.000 em 2010. No
entanto, taxas hiperendémicas (> 40/100,000) foram observadas em 8 municipios em
2010 (De Oliveira et al., 2012).

3.1.2 - Formas clinicas e imunopatogénese da hanseniase

A classificacdo clinica na Hanseniase considera 6 formas clinicas: indeterminada,
tuberculdide, Virchowiana, e as formas dimorfas (dimorfa tuberculéide, dimorfa dimorfa
e dimorfa Virchowiana).

A forma indeterminada (HI) caracteriza-se pela presenca de manchas
hipocrémicas com distarbios de sensibilidade, queda de pélos e auséncia de horripilacéo.
N&o h& comprometimento de troncos nervosos e os individuos ndo sdo contagiantes. A
forma tuberculdide (HT) se caracteriza por lesbes cutdneas tipo papulas ou placas
delimitadas com elevagdo nas bordas, erittmato-acastanhadas. Pode haver neuropatia
periférica que se inicia com a infeccdo, perpetuando-se por varios anos apos a cura clinica
da lesdo, podendo trazer seqiielas que levam a debilidade fisica (Scollard et al., 2006;
Scollard, 2008a). Esta forma clinica esta associada a resposta imune mediada por células
Th1, produtoras de IFN-y, TNF-a ¢ IL-2, que limitam com sucesso a replicagdo da

bactéria, sendo uma forma ndo contagiante (Alter et al., 2008).
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Na Hanseniase Virchowiana (HV), as lesfes cutaneas tém limites imprecisos e
uma tonalidade ferruginosa tipica. Quando h& uma infiltragdo acentuada na face, com
acentuagdo dos sulcos naturais, configura-se a “facies leonina”. Esta forma clinica é
multibacilar e a mais contagiante da doenca. Neste caso existe uma ativacdo da resposta
Th2, produtora das interleucinas IL-4 e IL-13 (Alter et al., 2008) e T regulatéria,
produtora de IL-10 (Gulia et al., 2010; Palermo et al., 2012), que suprimem a resposta
Th1, propiciando a replicacéo da bactéria com continua infiltracdo na pele e nervos.

Na Hanseniase Dimorfa (HD), os casos tipicos (Dimorfa dimorfa), apresentam-se
com placas com uma area central circular de pele hipocrémica bem delimitada, e que se
difunde na periferia, perdendo os seus limites na pele (lesdes “esburacadas” ou “em queijo
sui¢o”). A carga bacilar tende a ser alta, sendo uma forma contagiosa. Os nervos
periféricos sdo comprometidos com freqliéncia. A neuropatia periférica pode se perpetuar
por varios anos apos a cura clinica da lesdo, podendo evoluir com sequelas. A forma
dimorfa pode apresentar-se com lesdes que lembram as da forma tubercul6ide (Dimorfa
tuberculdide - HDT), ou as da forma Virchowiana (Dimorfa Virchowiana - HDW)
(Scollard et al., 2006).

O curso da infecgdo é dependente da resposta imunoldgica do hospedeiro, a qual
é influenciada por fatores genéticos. Individuos com as formas multibacilares néo
produzem IFN-y e ativagdo de macrofagos esta comprometida, o M. leprae prolifera e se
dissemina. Entretanto, na forma tuberculdide ha producdo de IFN-y ¢ TNF-a, mas
observa-se também o desenvolvimento de lesdes, embora sejam paucibacilares (Mempel
et al., 2000; Britton e Lockwood, 2004; Scollard et al., 2006; Scollard, 2008b).

Alguns aspectos da imunopatogénese da doenca permanecem ainda obscuros, a
exemplo da participacdo de elementos da resposta imune inata e de células Thl7 e T
regulatérias no curso clinico da doenca. Dentre os elementos da imunidade inata, as
células apresentadoras de antigenos sdo importantes na definicdo do tipo de resposta
imune adaptativa que ira se desenvolver. Citocinas da resposta imune inata, como a IL-6,
IL-4, IL-8 e da familia da IL-12 (IL-18, IL-23, IL-27), produzidas durante a apresentacao
de antigenos, quando hé interacdo entre as células APC com linfocitos T CD4+, podem
desencadear respostas distintas de células da resposta imune adaptativa por interferéncia
na diferenciacédo de células T (Hunter et al., 2004; Hunter, 2005; Kastelein et al., 2007).
Além disso, suas producdes sdo orquestradas de formas distintas a depender do patégeno.

3.2 - Leishmaniose visceral
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3.2.1 - Leishmanioses —Aspectos gerais

As leishmanioses s&o endémicas em 88 paises distribuidos pelas Américas, Africa,
Asia e sul da Europa (Pace, 2014). Segundo a Organizacdo Mundial de Satide (OMS)
(2014) as leishmanioses podem se manifestar sob trés formas clinicas principais: a
leishmaniose cutanea (LC), a mucocutaena (LMC) e a visceral (LV) também conhecida
como Calazar. Nas suas diferentes formas clinicas, afetam aproximadamente 12 milhdes
de pessoas no mundo, estando 350 milhdes expostas ao risco de contrair doenca. Estima-
se uma incidéncia anual de 1,2 milhdes de casos, com 20.000 a 30.000 mortes em
decorréncia da doenca. A LV responde por cerca de 200.000 a 400.000 dos casos de
leishmaniose, sendo que mais de 90% destes estdo concentrados em Bangladesh, Etiopia,
india, Sud&o, Sudo do Sul e Brasil ((Who), 2012). No Brasil, é frequente a notificacio
de casos de LV nas regides nordeste, norte, centro-oeste e sudeste, inicialmente
concentrada na regido nordeste do pais, os dados mais recentes mostram a disseminagdo
da doenca no pais (Alves, 2009; Karagiannis-Voules et al., 2013). Acredita-se que fatores
como a alta capacidade adaptativa do inseto vetor Lutzomia longipalpis, principal
responsavel pela transmissdo da doenga no Brasil (Lainson e Rangel, 2005). As
constantes migracdes internas e crescente urbanizacdo dessas regides, provavelmente
tenham contribuido para a rapida expansao da doenca.

A apresentacdo clinica da doenca estd diretamente associada ao tropismo da
espécie do parasito e a resposta imune do hospedeiro, eficiente ou ndo no combate ao
protozoario (Alvar et al., 2006; Banuls et al.,, 2007). A LC € caracterizada pelo
aparecimento de Ulceras nas partes expostas do corpo, sobretudo face, pernas e bracos,
podendo estas lesdes serem brandas e auto resolutivas ou graves. Em alguns casos, a LC
pode acometer as mucosas e evoluir para a forma mucocutanea ou mucosa (Silveira et
al., 2004). A LV, a forma mais grave da doenca, esta associada aos parasitos do complexo
Leishmania donovani, 0s quais possuem tropismo pelas células do sistema reticulo
endotelial, principalmente do baco, do figado e da medula 6ssea (Lukes et al., 2007). De
acordo com as manifestacdes clinicas e laboratoriais apresentada pelos pacientes, a LV
pode ser classificada nas formas: assintomatica; oligossintomatica e classica (LV)
(Badaro et al., 1986).

A forma assintomatica é caracterizada pela auséncia de sinais e sintomas

associada a presenca de teste de hipersensibilidade ao antigeno de Leishmania positivo
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(DTH ou Teste de Montenegro), sendo a forma mais comum da infec¢do. Segundo Lima
etal (2012), cerca de 40% dos moradores de areas endémicas s&o DTH positivos, 0s quais
estdo frequentemente associados com a presenca de paciente com a forma classica na
familia ou na vizinhanca (Lima et al., 2012). Carvalho et al (1992), demonstraram em um
estudo de Coorte, que individuos com soroconversao recente e assintomaticos que
desenvolviam uma resposta imune mediada por células com perfil Thl ndo evoluiram
para LV e apresentaram posteriormente o DTH positivo, enquanto que aqueles que nao
apresentaram esta resposta evoluiram para a forma classica da doenca (Carvalho et al.,
1992).

Na forma oligossintomatica, também denominada subclinica, os individuos
frequentemente apresentam sintomas leves como diarreia, mal-estar e febre baixa. Na
maioria dos casos ha discreto aumento do tamanho do figado e o baco néo é palpavel. Em
geral, apresentam DTH positivo, hemograma e provas de funcdo hepatica pouco
alteradas. Essa forma clinica pode progredir para a cura clinica espontanea ou progredir
para a LV classica, forma mais grave da doenca (Badaro et al., 1986).

A forma cléssica da doenca é caracterizada pela presenca de febre, anorexia,
caquexia, hepatoesplenomegalia e hipergamaglobulinemia, além de alteracGes
hematoldgicas tais como anemia, leucopenia e plaquetopenia, podendo associar-se a
episodios hemorragicos (Badaro et al., 1986; Pastorino et al., 2002). As dosagens de AST
(aminotransferase de aspartato) e ALT (aminotransferase de alanina) estdo
frequentemente alteradas, evidenciando a ocorréncia de disfuncédo hepatica. Nessa forma
clinica, ha deficiéncia na resposta imune mediada por células (Th1) o que favorece a
disseminacdo do parasito no hospedeiro, principalmente no baco, figado, linfonodos e
medula 6ssea.  Os individuos com essa forma apresentam também teste de
hipersensibilidade ao antigeno de Leishmania negativo. Além disso, esses pacientes
apresentam um quadro de ativacdo policlonal de linfdcitos B, com producdo acentuada
de anticorpos e hipergamaglobulinemia, além de liberacdo de diversos produtos da
resposta imune, incluindo citocinas inflamatdrias e anti-inflamatérias. Caso ndo seja
adequadamente tratada, a LV pode levar o individuo ao 6bito, principalmente devido a
infeccOes secundérias (Oliveira et al., 2010).

Sampaio et al. (2010) descreveram score clinico, ou biomarcadores de gravidade,
que se mostrou util e eficiente para diferenciar casos de LV Grave, com 0 objetivo de
facilitar a tomada de decisdo durante o diagndstico e inclui: contagem de plaquetas

<50,000/mm?, hemorragia, infeccBes bacterianas, contagem de neutr6filos <500/mm?,
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dispnéia e ictericia. Ademais, Dos Santos et al (2016) encontraram altas concentragdes
de IL-6, IL-27 and sCD14 em pacientes com LV Grave, também descrevendo esses
fatores soltveis como biomarcadores de gravidade da doenca. 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 diagndstico da LV, entretanto ainda poucos
possuem uma relacdo de sensibilidade e especificidade avaliavel para comparacao 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 as
células imunes, proteinas de fase aguda e especificamente citocinas. Em destaque,
podemos evidenciar receptores solveis derivados de macrofagos, passiveis de deteccao
sérica em pacientes: sCD14, sCD26, sCD30, sIL-2R e sIL-4R, entre outros (Kip et al.,
2015).

3.2.2 - Ciclo bioldgico do parasito

As Leishmanias s&o parasitos unicelulares, heteroxénicos 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 macrofagos do hospedeiro vertebrado, mais frequentemente homem, o céo e alguns
marsupiais (Handman, 1999). O ciclo bioldgico inicia-se com repasto sanguineo da fémea
do inseto, em um animal infectado, ingere as formas amastigotas presentes nos
macrofagos do sangue ingerido. No lumen intestinal do inseto vetor, ocorre o rompimento
dos macrdéfagos, liberando as formas amastigotas que se transformam, em promastigotas
prociclicas. Estas formas se dividem rapidamente, causando o rompimento da membrana
peritrofica, permitindo que o parasito colonize o trato digestivo do flebotomineo onde se
transformam em promastigotas metaciclicas, as quais sdo as formas infectantes do
parasito (Lainson e Shaw, 1988). Ao realizar um novo repasto Ssanguineo, as
promastigotas metaciclicas, presentes no trato digestivo anterior do fleb6tomo, sdo
inoculadas em um novo hospedeiro vertebrado.

No hospedeiro vertebrado, as promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas por
macrofagos teciduais e neutréfilos. No fagossomo, estas se diferenciam em amastigotas.

O vacuolo fagocitario se funde com o lisossomo, formando o fagolisossomo, onde as
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formas amastigotas sofrem varias divisfes binarias levando ao rompimento das células.
Por sua vez, as amastigotas liberadas podem se converter em promastigotas novamente e
parasitar novos macrofagos, e assim, serem ingeridas durante novo repasto sanguineo do

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

3.2.3 - Aspectos imunoldgicos na leishmaniose visceral humana

Em hospedeiros vertebrados, a Leishmania € um parasito intracelular e dessa
forma, a imunidade mediada por células efetoras do subgrupo Thl é o principal
mecanismo de defesa contra o parasito, sendo fundamental na protecdo contra a doenca
(Solbach e Laskay, 1995).

A resposta Thl é caracterizada pela secrecdo de citocinas inflamatorias
especialmente IFN-y, o TNF-a e a IL-12 (Scott et al., 1989; Alexander e Bryson, 2005).
Essas citocinas estdo envolvidas na ativacdo de macréfagos e consequente producdo de
moléculas microbicidas tais como as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, essenciais
para a eliminacdo do parasito (Liew et al., 1990; Lima-Junior et al., 2013). No entanto,
a LV é uma doenca caracterizada por uma deficiéncia na resposta imune mediada por
células (Thl) frente ao antigeno de Leishmania (Carvalho et al., 1989). Pacientes
acometidos pela infecgdo apresentam o teste de hipersensibilidade tardia para o antigeno
de Leishmania (teste de Montenegro) negativo e as células mononucleares do sangue
periférico desses pacientes ndo produzem IFN-y, IL-2 e IL-12 quando estimuladas in vitro
com antigeno de Leishmania (Carvalho et al., 1988; Carvalho et al., 1989). Além disso,
foi demonstrado em estudo prospectivo, que na soroconversao, a auséncia de proliferacao
e da producdo de IFN-y sao marcadores de evolugdo para a doenga, enquanto que a
presenca desta resposta esta associada a forma assintomatica (Carvalho et al., 1992).

A hip6tese mais aceita € que haja uma supressao da resposta imune, mediada pela
citocina anti-inflamatoria IL-10, a qual suprime a ac¢ao das citocinas pro-inflamatdrias,
contribuindo com a proliferacéo do parasito e o desenvolvimento da doenca (Gama et al.,
2004; Nylen e Sacks, 2007). Pacientes com a forma ativa da doenca apresenta altas
concentragOes séricas da citocina IL-10, a qual acredita-se, estar associada a supressdo da
resposta Thl e consequente desenvolvimento e progressdo da doenca (Nylen e Sacks,
2007). Elevados niveis séricos de IL-10, bem como elevados niveis de RNAm de IL-10
no bacgo e na medula 6ssea, sdo encontrados nesse pacientes (Karp et al., 1993; Nylen et
al., 2007; Khoshdel et al., 2009).
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Além disso, ja foi descrito uma correlacéo positiva entre os niveis sanguineos de
IL-10 com a carga parasitaria (Verma et al., 2010). A IL-10 é uma citocina regulatéria
produzida por varios tipos celulares, especialmente por células T regulatdrias e
macrogafos M2, atuando de forma antagonica ao IFN-y, uma vez que suprime as respostas
das células Thl, inibindo as funcGes leishmanicidas dos macrofagos (Nylen e Sacks,
2007; Moura et al., 2012).

Apobs o tratamento e cura clinica, os pacientes com a forma cléssica da LV
frequentemente se tornam resistentes a reinfeccdo, bem como suas células in vitro
restauram a capacidade de proliferar e produzir IFN-y frente ao antigeno de Leishmania
(Carvalho et al., 1989). Além disso, tornam-se positivos para o teste cutdneo de
hipersensibilidade tardia (DTH) em resposta ao antigeno soltvel de Leishmania (SLA) in
vivo (teste de Montenegro) (De Andrade et al., 1982).

Portanto, estudos investigando o papel da diferenciacdo de diferentes células,
como macrofagos e neutréfilos em populagdes anti-inflamatdrias, bem como a descoberta
de novos biomarcadores para essa diferenciacdo, se tornam imprescindiveis para a

construcdo do conhecimento acerca da evolucdo, piora ou curada LV.

3.3 - Diferentes subpopulac6es de macréfagos na resposta imune a infecgdes

O macréfago é uma célula apresentadora de antigenos (APC) e indutora da
resposta imune adaptativa. Foram descritos subtipos diferentes de macréfagos, os quais
podem induzir respostas distintas de células Th, a depender dos sinais que estes produzam
durante a apresentacdo do antigeno as células T. Além disso, a resposta efetora dos
macrofagos pode ser ativada apds a ativacao dos linfocitos Thl, com a producéo de IFN-
v € TNF-a, citocinas que potencializam a atividade macrofagica e sdo fundamentais para
0 desenvolvimento dos mecanismos de defesa do hospedeiro contra o0s agentes
intracelulares (Mege et al., 2011).

Em relacéo a regulacdo da diferenciacéo dos subtipos diferentes de macréfagos,
eles podem ser fenotipicamente polarizados pelo microambiente para montar programas
especificos funcionais. Macrofagos polarizados podem ser amplamente classificados em
dois grupos principais: 0s macrofagos classicamente ativados (M1), cujo prototipo
estimulos ativadores séo IFN-y e LPS, e os macrofagos alternativamente ativados (M2),
subdivididos em M2a (ap6s exposicdo a IL-4 ou IL-13), M2b (imunocomplexos em
combinacgdo com IL-1p ou LPS) e M2c (IL-10, TGF-B ou glicocorticoides). M1 exibem
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potentes propriedades microbicidas e promovem fortes respostas Thl, mediada pela IL-
12 e IL-23, enquanto que o fenotipo alternativo M2 é geralmente de suporte e conduz
processos anti-inflamatorios com uma resposta Th2. Macréfagos M2 desempenham um
papel importante na resolucdo de inflamacéo através de altas capacidades endociticas de
depuracédo, acompanhado pela secrecdo reduzida de citocinas pré-inflamatorias (Martinez
et al., 2008; Krausgruber et al., 2011).

Ap0s ativados, 0s macréfagos desempenham um papel fundamental no processo
inflamatério em diferentes tecidos. Eles sdo capazes de secretar citocinas pro-
inflamatdrias e substancias com acdo microbicida, a exemplo de IL-1, TNF-a, IL-6, IL-
8, MCP-1, radicais livres do oxigénio, proteases e outras enzimas (Lee et al., 1985),
atuando como “células efetoras”, que podem fagocitar e destruir o patdgeno indesejado.
Varios processos celulares comecam apds a ativacdo dos macréfagos, incluindo a
producdo de enzimas de degradacdo fagolisossomais (ex: proteases, nucleases, fosfatases,
lipases e esterases), ativa¢do do metabolismo oxidativo com producéo de superoxido (02)
e a producdo de 6xido nitrico (NO) (Van Assche et al., 2011).

Macrofagos M1 e M2 possuem perfis distintos de producdo de citocinas e
guimiocinas, metabolismo e expressdo de fatores de transcri¢cdo (Mantovani et al., 2004;
Tomioka et al., 2012; Murray et al., 2014). Macro6fagos M2 tem papeis importantes na
manutencdo da homeostase e na resposta imune Th2, como contribuir para a morte de
parasitos encapsulados, promocdo do crescimento de tumores, reparacdo tecidual e
remodelamento, além de papel imunorregulatorio e anti-inflamatério (Gordon, 2003;
Katakura et al., 2004; Gordon e Taylor, 2005; Tomioka et al., 2012). Além do mais, tem
sido descrito que macréfagos M2 inibem a ativacdo de M1 através de CCL17 e IL-10
(Katakura et al., 2004; Tomioka et al., 2012).

A permanéncia de parasitos dentro de macréfagos é determinada pelo balango
entre a habilidade da resposta imune em ativar macréfagos infectados e a habilidade dos
mecanismos evasivos dos parasitos (Mukbel et al., 2007), bem como o microambiente
pode influenciar em sua polarizagdo e funcédo efetora (Martinez et al., 2009).

Quanto a interagdo de macrofagos com parasitos do género Leishmania, a
interacdo inicial da forma promastigota com o macréfago ocorre através do flagelo do
parasito. Essa interagdo pode desencadear a liberacdo de fatores intracelulares para
sobrevivéncia do parasito e modulacéo da capacidade fagocitica do macrofago (Rotureau
et al., 2009; Podinovskaia e Descoteaux, 2015). Promastigotas de Leishmania donovani,

mortos por glutaraldeido, ou parasitos com mobilidade inibida por farmacos, ndo sdo
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internalizados por macréfagos murinos derivados de medula 6ssea (Forestier et al., 2011;
Podinovskaia e Descoteaux, 2015), destacando a importancia do flagelo do parasito para
0s eventos iniciais da infec¢do de macrofagos.

Diferentes espécies de Leishmania interagem com uma variedade de receptores
dos macrofagos, incluindo receptores de complemento (CR), receptores de manose,
fibronectina e receptores Fcy (FcyRs) (Ueno e Wilson, 2012; Podinovskaia e Descoteaux,
2015). A escolha do receptor pode impactar no curso da infeccdo. Internalizagcdo mediada
por CR via CR3 e CR1 inibe a inflamacdo e producdo de superoxido, bem como o
acumulo de marcadores lisossomais, como LAMP1 e Catepsina D. Isso pode criar
condicbes mais favordveis para o parasito dentro do fagossomo dos macrofagos.
Entretanto, em associacdo com receptores fibronectina, condi¢Bes inflamatérias mais
intensas podem resultar na eliminacdo do parasito. Sinalizacao via receptores de manose
pode desencadear vias inflamatdrias e transporte mais eficiente de enzimas hidroliticas
para o fagolisossomo. Interagdes do parasito com receptores FcyR levam a uma ativagdo
aumentada de NADPH oxidase nos fagossomos recém-formados (Ueno e Wilson, 2012;
Podinovskaia e Descoteaux, 2015).

A diferenciacdo de promastigotas para amastigota esta associada com a reducéo
da taxa de crescimento e a inducdo de um estado metabolico caracterizado pela
diminuicdo do influxo e da utilizacdo de glicose e aminoacidos, redugdo da secrecdo de
acidos organicos e aumento da -oxidagéo de acidos graxos. O catabolismo de hexoses e
de &cidos graxos promove substratos para a sintese de glutamina, que € essencial para o
crescimento e sobrevivéncia dos amastigotas. Amastigotas diferenciados in vitro
apresentam um perfil metabdlico similar ao de amastigotas provenientes de lesGes,
sugerindo que essa diferenciacdo esta mais fortemente relacionada com os sinais de
diferenciacdo do que com a disponibilidade de nutrientes (Saunders et al., 2014;
Podinovskaia e Descoteaux, 2015). Tais mudancas facilitam a sobrevivéncia dos
amastigotas em um nicho intracelular pobre em nutrientes.

O macrofago € uma célula extremamente pléstica e responsavel pela funcéo
homeostatica de limpar os tecidos de células mortas e debris celulares em seu estado de
repouso, ja suas propriedades microbicidas e de apresentacdo de antigenos surgem em
sua forma ativada. A ativacdo classica por IFN-y (M1) leva a uma resposta inflamatoria
que inibe o crescimento da Leishmania, ao invés da ativacéo alternativa (M2), por 1L-4,
que inibe a inflamagé&o através da producéo de IL-10 e estimula o crescimento do parasito

(Liu e Uzonna, 2012; Podinovskaia e Descoteaux, 2015).
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Essa polarizacao é determinante na resposta imune no curso da hanseniase (Figura
1), determinando a gravidade da doenca e seu fenotipo clinico, paubacilar e multibacilar.
Observagdes sugerem que um dos principais fatores que determinam a imunomodulagéo
responsavel pelo fendtipo multibacilar é a intensa producéo de IL-10 por macrofagos M2
(Bleharski et al., 2003). Ademais, estudos de expressdo génica mostraram que o perfil de
expressdo de bidpsias de lesdes lepromatosas foi enriquecido de genes marcadores de
resposta imune por macrofagos M2, marcadores como CD36, CD163 e receptores de
macrofagos com estrutura de colageno (MARCO) (Montoya et al., 2009).

Resposta Imune Inata Resposta Imune adaptativa
A Hanseniase tuberculdide
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Figura 1. Representagdo esquemaética da influéncia da polarizacdo de macréfagos na
imunopatologia da Hanseniase. Em pacientes com hanseniase tubercul6ide (HT), a
resposta imune inata € ativada através de receptores do tipo Toll (TLR2/1) para matar M.
leprae. A IL-15 induz a atividade antimicrobiana dos macrofagos induzindo o programa
antimicrobiano dependente de vitamina D e inibe a fagocitose de micobactérias. Estes
macrofagos com perfil M1 ativam a diferenciacdo de células T em Th1l, produtoras de
IFN-vy, IL-2, TNF, e IL-15, que contém a infeccdo em granulomas bem formados. (B) Em
pacientes com hanseniase virchowiana (HV), IL-4, IL-10 e ativacdo de receptores da



27

subfamilia A membro 2 de imunoglobulina (LILRAZ2) e fosfolipidos oxidados inibem as
respostas induzidas por receptores TLR2/1, incluindo a liberacéo de IL-12, mas preserva
a libertacéo de IL-10. Além disso, os complexos imunes desencadeiam a produgdo de IL-
10 e aumentam a fagocitose de M. leprae, ApoB, e fosfolipidos oxidados por macrofagos,
através dos receptores CD209 e CD163, ndo havendo ativacdo da via antimicrobiana
dependente de vitamina D, e resultando na formacdo de macréfagos espumosos. A
aparéncia espumosa dos macrdfagos é devido a acumulagéo de goticulas de gordura (LD)
no interior dessas células. Ha uma up-regulacéo de perilipina e da proteina relacionada a
diferenciacdo adiposa no reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi com a formagéo
de vesiculas que contém lipidos, fosfolipidos, éster de colesterol, e colesterol. Além disso,
h& um aumento na sintese de receptores de LDL (tais como CD36, LDL-R, SBA-1, SR-
B1, e LRP-1) e na absorcao do colesterol endogeno, que se acumula intracelularmente.
Estes macrofagos com perfil M2 induzem as células T a diferenciarem-se em Th2 e T
reguladora, produtoras de I1L-4 e IL-10, que estimulam a producéo de anticorpos, auséncia
de granulomas, e falha para restringir o crescimento da M. leprae. (Adaptado de Fonseca
e colaboradores 2016 — Manuscrito submetido ao periodico “Infectious Diseases of
Poverty”).

Moura e colaboradores (2012) também mostraram uma expressdo elevada de
CD163 na superficie de macréfagos em lesdes de pacientes com a forma multibacilar da
doenca, enquanto que na forma tuberculdide essa expressao foi menor, e em bidpsias
controles menor ainda. Ademais, 0 mesmo estudo mostrou elevada producéo de IL-10,
TNF e TGF-B por esses macrofagos, inclusive com reducdo da expressdo de CD163
quando o estimulo de IL-10 foi bloqueado. Portanto, esse estudo confirmou a ideia de
que o fendtipo dos macrofagos na resposta imune contra o M. leprae € impressindivel
para a determinacdo do fendtipo clinico da doenca e, ainda, estabeleceu a molécula de
superficie CD163 como marcador do fen6tipo regulador de macrofagos nessas lesdes

(Mouraet al., 2012).

3.4 — Neutroéfilos na leishmaniose visceral

Os neutrofilos sdo classicamente considerados como primeira linha de defesa
contra agentes patogénicos. Migram rapidamente em nimeros elevados para os locais da
inflamacéo (Faurschou e Borregaard, 2003; Novais et al., 2009; Marques et al., 2015).
Estas celulas séo rapidamente mobilizadas e essenciais para a defesa do hospedeiro contra
uma variedade de agentes patogénicos (Carvalho et al., 2004; Novais et al., 2009).

As infeccOes e inflamagOes s&o caracterizadas por um grande influxo de
neutrofilos para o tecido afetado, estes granuldcitos respondem a quimioatrativos e
moléculas de adeséo expressas nas células endoteliais dos individuos (Carvalho et al.,
2004; Mantovani et al., 2011).
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Atualmente os neutrofilos sdo reconhecidos como células versateis e sofisticadas
atuando tanto na resposta imune inata como na adaptativa e influenciam na resposta
adaptativa atraves de interagdes com células apresentadoras de antigenos (APCs) e
linfécitos (Mantovani et al., 2011; Scapini e Cassatella, 2014).

Os neutrofilos tentam eliminar os microorganismos por fagocitose, degranulacao
e armadilhas extracelulares dos neutréfilos (NETS) (Brinkmann et al., 2004; Urban et al.,
2006; Guimaraes-Costa et al., 2009). Estas sdo as primeiras células que chegam ao local
da injuria provocada pela picada do inseto na leishmaniose visceral e o principal objetivo
dos neutréfilos é reparar os danos teciduais, sendo também capaz de fagocitar os parasitos
inoculados pelo fleb6tomineo (Peters e Sacks, 2009).

O envolvimento dos neutréfilos na infeccdo pelos parasitos do género Leishmania
e a constatacdo da habilidade destes fagdcitos em responder de forma rapida e eficiente a
uma variedade de microrganismos patogénicos, sugerem que tais células podem ser um
alvo inicial da infecgéo. Estudos in vitro ou em modelos experimentais tém demonstrado
que os neutréfilos podem sofrer morte celular programada e servirem de veiculo para os
parasitos Leishmania, permitindo a entrada silenciosa dos mesmos no organismo
hospedeiro, assumindo um papel importante para o estabelecimento da infec¢do. Sendo
esta forma denominda de “Cavalo de tr6éia” do neutréfilo (Laskay et al., 2008). Por outro
lado, tem sido relatado que os neutréfilos contribuem para o desenvolvimento de uma
imunidade protetora durante a infeccdo inicial por Leishmania, assumindo um papel de
defesa ao estabelecimento da infec¢do no organismo hospedeiro (Mcfarlane et al., 2008).

Alguns estudos foram realizados para compreender o papel de defesa do neutréfilo
no hospedeiro contra Leishmaniose (Tacchini-Cottier et al., 2000; Ribeiro-Gomes, F. L.
et al., 2007; Mcfarlane et al., 2008). Devido a diversidade dos estudos o impacto da
resposta neutrofilica na promocao de resisténcia do hospedeiro ou susceptibilidade a
infeccdo por Leishmania continua a ser um assunto controverso (Ribeiro-Gomes e Sacks,
2012).

3.5 - Biomarcador CD163

O marcador de superficie CD163 é descrito como expresso em monocitos,
macrofagos e neutrofilos 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). E membro do grupo B da familia de receptores scavenger
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ricos em cisteina (SRCR) e consiste de nove dominios extracelulares, um segmento trans-
membrana e uma curta cauda citoplasmatica (Law et al., 1993; Ritter et al., 1999; Moller
et al., 2004).

O CD163 expresso na superficie de macrofagos se liga ao complexo haptoglobin-
hemoglobina o internalizando através de uma endocitose mediada por receptor (Hwang e
Greer, 1980; Kristiansen et al., 2001). Esse € um importante mecanismo fisiologico que
protege o corpo humano dos efeitos toxicos da hemoglobina. Primeiramente, a ligacéo da
Hb a Hp tem um efeito inibitério as propriedades toxicas e previne a modificacdo
peroxidativa da Hb (Buehler et al., 2009). Adicionalmente, a formacgéo do complexo com
a Hp impede a filtracdo da Hb nos rins (Kino et al., 1987; Fagoonee et al., 2005) e a
entrega aos fagdcitos que expressam CD163 em sua superficie. E entdo, a subunidade
globina é degradada no lisossomo e o gupamento Heme € liberado e convertido em um
composto menos toxico pela HemeOxigenase-1 (HO-1) no citosol (Belcher et al., 2010;
Nielsen et al., 2010).

A expressdo de CD163 € 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 0 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 0 CD163 incluem TNF-o e IFN-y (Zwadlo
et al., 1987; Buechler et al., 2000; Nielsen et al., 2010).

Um outro papel da proteina CD163 é desempenhado na resposta imunoldgica.
Macrofagos sdo divididos em M1 e M2 segundo a expressao de diferentes moléculas de
superficie e fatores de transcricdo. Macrofagos classicamente ativados ou M1 apresentam
um papel pré-infamatério que contribui para o controle de patdgenos, enquanto 0s
macrofagos alternativamente ativados ou M2 tém propriedades de reparagdo tecidual e
atividade antiinflamatoria (Murray et al., 2014; Li et al., 2015).

Nesse contexto, no qual os macrofagos sdo adaptados a limpeza tecidual,
incluindo complexos Hp-Hb, é que pode ocorrer a expressdo de CD163 por essas celulas,
que tem sido associado ao fenétipo M2. Esses macrofagos M2 estdo associados a
modulacdo negativa da resposta imunolégica e foram descritos como relacionados a uma
apresentacdo mais grave da Hanseniase, a forma Virchowiana (Moura et al., 2012).

Além disso, esse marcador de superficie pode ser sofrer protedlise e ser liberado

para 0 meio, mediante estimulo anti-inflamatorio (Kristiansen et al., 2001), e ser
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detectado em sua forma soltvel (sCD163), sofrendo modulacdo mediada pela producéo
de IL-10 (Philippidis et al., 2004; Moura et al., 2012),

Descrito como marcador para a polarizagdo M2 e como sensor para bactérias gram
negativas e positivas (Fabriek et al., 2009; Li et al., 2015), Kneidl et al descreveram esse
fator solavel, clivado pelas metaloproteases ADAM10 e ADAM17, como promovendo
reconhecimento, mediando fagocitose e morte de Staphilococos aureus ao ligar em
peptideos especificos de fibronectina (Kneidl et al., 2012). Outro papel biolégico para o
sCD163 foi descrito por Hogger et al (2001), os autores encontraram um efeito inibitorio
desse biomarcador a proliferacéo de linfdcitos, induzida por Phorbol-Ester, atuando como
mediador anti-inflamatorio (Hogger e Sorg, 2001).

Estudos in vitro envolvendo mondcitos/macréfagos tem mostrado que a liberacdo
de sCD163 pode ser induzida por ativacdo de receptores do tipo TOLL, ativacao por LPS
ou PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) (Droste et al., 1999; Hintz et al., 2002; Weaver
et al., 2006), ligacdo cruzada com receptores Fc (Sulahian et al., 2004), estresse oxidativo
e trombina (Timmermann e Hogger, 2005; Chung et al., 2011).

Mesmo sem estimulo inflamatério, pequenas quantidades de sCD163 séo
liberadas constitutivamente na circulagdo sanguinea, portanto sua presenca pode ser
detectada em individuos saudaveis (Moller et al., 2002).

Entretanto, altos niveis da forma sollvel sérica do CD163 também sdo descritos
como preditores de gravidade de uma variedade de doencas inflamatdrias, como dengue,
Hanseniase, Tuberculose (TB), Pneumococos, Meningite e Artrite reumatdide (Moller et
al., 2004; Lastrucci et al., 2015; Li et al., 2015; Stilund et al., 2015), mas ainda ndo existe
na literatura evidéncia cientifica que o associe esse a dosagem desse biomarcador com a

infeccdo por Leishmania sp.
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4 - OBJETIVOS

4.1 - Geral:

v Verificar a presenca e caracterizar a associacdo do marcador sCD163 com
apresentacdo clinica da Hanseniase e Leishmaniose Visceral e se a infeccdo por
Leishmania sp é capaz de induzir a expressdo do CD163 em fagdcitos humanos.

4.2 - Especificos:

1. Detectar amolécula de SCD163 nos soros de pacientes com hanseniase e leishmaniose
visceral (LV).

2. Analisar a associacdo do biomarcador sérico sSCD163 com a apresentacdo clinica da
Hanseniase.

3. Analisar a associacdo do biomarcador sérico sSCD163 com a apresentacdo clinica da
Leishmaniose Visceral.

4. Avaliar se a infeccdo por Leishmania induz a expressao do sCD163 em macrofagos e
neutréfilos humanos, buscando uma possivel origem celular desta molécula soluvel

na leishmaniose.
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5- MATERIAL E METODOS

5.1 - Selecdo dos Pacientes com Hanseniase

Os pacientes portadores de Hanseniase foram recrutados do ambulatério de
Dermatologia do Hospital Universitario da UFS (HU-UFS), do Projeto (DES)MANCHA
Sergipe. O critério de inclusdo foi o diagndstico de Hanseniase confirmado pelo aspecto
clinico das lesdes, baciloscopia positiva e confirmacdo histopatoldgica em biopsias de
pele. Os pacientes foram classificados quanto a sua forma clinica pelo critério de Madri
(1953): Hanseniase Indeterminada (HI) (n=9), Tubercul6ide (HT) (n=14), Dimorfa (HD)
(n=14) e Hanseniase Virchowiana (HV) (n=10) (Oliveira et al., 2013). Os critérios de
exclusdo foram gravidez ou doencgas (HIV, HTLV-I, Diabetes mellitus) que possam
interferir na resposta imunologica ou apresentacdo clinica da Hanseniase.

O soro dos pacientes foi coletado antes do inicio do tratamento. Os pacientes
foram tratados com poliquimioterapia, segundo preconiza o Ministério da Saude (MS) e
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), para as formas operacionais Multibacilares e
Paucibacilares. Além disso, foram coletadas amostras de sangue de individuos sadios,
contactantes dos pacientes, sem historico de Hanseniase, de ambos 0s sexos, para
utilizagdo como controles (Contactantes) (n=23).

5.2 — Selecdo 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 referéncia em LV do HU-UFS. O critério de inclusdo foi diagnostico
confirmado de LV pela observacéo direta do parasito (Leishmania infantum) em amostras
de bidpsia de medula dssea ou amostra de cultura do parasito em meio NNN (Neal, Novy,
Nicolle) (Sigma-Aldrich), ou teste rK39 soroldgico positivo (KalazarDetect Rapid Test:
InBios International Inc, Seattle, WA). Os critérios de exclusdo foram os mesmos
aplicados aos pacientes de Hanseniase. Os pacientes foram submetidos ao tratamento
padrdo com Antimonial Pentavalente (Sbv) (Saude., 2006). As amostras de soro foram
coletadas antes (D0) (n = 33) e 30 dias apos o inicio do tratamento (D30) (n = 19) e
pardmetros clinicos de gravidade como mensuracdo de tamanho de baco e figado foram

coletados. Os individuos contactantes que apresentaram teste de hipersensibilidade
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cutanea (DTH) positivo (Montenegro Skin test - Centro de Producdo e Pesquisa de
Imunobiolégicos, Piraquara PR, Brazil), que ndo apresentaram os sintomas classicos da
LV, foram considerados controles assintomaticos (n = 11).

A amostra também consistiu de pacientes diagnosticados como LV grave,
segundo score clinico baseado em fatores como contagem de plaquetas <50,000/mm?,
hemorragia, infeccdes bacterianas, contagem de neutréfilos <500/mm?, dispinéia e
ictericia, descritos por Sampaio et al. (Sampaio et al., 2010) (LV GRAVE) (n = 13). Além
do mais, também foram utilizados como controles saudaveis individuos residentes em
areas ndo endémicas para Leishmaniose, que ndo possuiam diagnostico de outras doencas
(HC) (n=38).

5.3 — Dosagens séricas

Todas as amostras de soro foram separadas do sangue periférico total por
centrifugacdo e armazenadas em freezer -80°C. Ao mesmo tempo, as amostras de soros
de pacientes com Hanseniase, LV e controles foram submetidas a dosagem de sCD163
por kit de ELISA, segundo recomendacdes do fabricante (R&D Systems).

As dosagens de Haptoglobina foram realizadas em 45 pacientes com Hanseniase
e 21 controles contactantes, e 29 pacientes com LV antes do tratamento (18 com LV
classicae 11 com LV GRAVE) utilizando kit de ELISA segundo instrucdes do fabricante
(GenWay). Heme-oxigenase-1 foi quantificada em 31 pacientes com hanseniase e 11
controles contactantes, e em 24 pacientes com LV antes do tratamento (15 LV cléssica e
9 LV GRAVE) utilizando kit de ELISA, seguindo as recomendac6es do fabricante (Assay
Designs) (Luz et al., 2012). Ademais, a quantificacdo de Arginase-1 foi realizada em 47
amostras de pacientes com Hanseniase e 23 controles contactantes, e em 25 pacientes
com LV, sendo 15 com LV cléssica e 10 com LV GRAVE, utilizando kit de ELISA
segundo instrucdes do fabricante (Hycult Biotech).

5.4 - Aspectos éticos

Este projeto de trabalho seguiu as recomendagfes da Normativa 466/2012 e foi
aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital Universitario, Universidade
Federal de Sergipe, antes do inicio de sua execuc¢do, CAAE 0152.0.107.000-07 e CAAE

0151.0.107.000-07. Na avaliacdo inicial, os pacientes recrutados ou responsaveis
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receberam uma explicacao verbal e foram convidados a participar do estudo e assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICES A E B).
Ademais, o presente estudo néo trouxe nenhum grande risco para os sujeitos da
pesquisa, além de pequena morbidade decorrente de procedimentos simples largamente
utilizados na atencdo médica aos pacientes, como punc¢édo venosa. A puncao venosa foi
realizada seguindo as recomendacbes do CDC (Center for Disease Control), utilizando-
se equipamento descartavel e luvas de protecdo. Este procedimento pode causar dor local
e pequena area de equimose, a qual foi evitada por compressdo adequada da area de

punctura e uso de curativo oclusivo.

5.5 - Separacdo de células e cultura

A separacdo dos monacitos foi realizada a partir de amostras de sangue venoso
heparinizado de doadores saudaveis, utilizando protocolo de separacdo de células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) por meio de reagente Ficoll-Paque PLUS
1077, seguindo instrucbes do fabricante (GE HealthCare Life Sciences). Apos a
separacdo as células foram lavadas em PBS e cultivadas por 3h a 37°C/5% CO2 em placa
de 24 pogos com meio RPMI 1640 (GibcoBRL) suplementado com 20% soro bovino fetal
(SBF) (GibcoBRL), para aderéncia. Apds a incubacéo, as células ndo aderentes foram
retiradas cuidadosamente o meio de cultura removido. As células aderentes foram lavadas
com RPMI cuidadosamente e cultivadas por 5 dias a concentracdo de 5 x 10° células/poco
em RPMI suplementado com 20% SBF e 1% Penicilina/Streptomicina para diferenciagdo
em macrofagos (De Oliveira et al., 2015).

Os neutréfilos foram isolados de amostras de sangue periférico, retirado de
doadores saudaveis utilizando EDTA como anticoagulante, utilizando o reagente
PolimorphPrep, segundo instrucBes do fabricante (Axis-Shield). Ap6s a separacdo as
células foram lavadas e cultivadas em placa de 96 pogos na concentragdo de 1 x 10°

neutréfilos por pogo, em meio RPMI 10% SBF para infeccdo com Leishmania.
5.6 - Infeccdo com LeishmaniaGFP
Foi utilizada para os experimentos uma linhagem de Leishmania amazonensis que

expressa  constitutivamente  Proteina  Verde  Fluorescente  (GFP)  (cepa

MHOM/BR/73M2269) juntamente com gene que confere resisténcia a Higromicina
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(Lima-Junior et al., 2013) (Leishmania-GFP), gentilmente cedida pela Profa Dra Silvia
Reni Bortolin Uliana, Universidade de S&o Paulo. Os parasitos foram cultivados a 240C,
em meio Schneider's Drosophila (Invitrogen), suplementado com 10% SBF e 0,1%
Higromicina (50mg/mL) (Sigma-Aldrich).

A infeccdo dos macrofagos (Figura 2) foi realizada utilizando 10 promastigostas
em fase estacionaria para cada macréfago em placa de 24 pocos em meio RPMI
suplementado com 10% SBF e 1% Penicilina/Streptomicina por 24 horas, para marcagéo
com anticorpos especificos e analise por citometria de fluxo. Os parasitos extracelulares
foram removidos dos poc¢os por lavagem apds 2 horas de infeccéo e as células infectadas
permaneceram outras 22 horas em cultura antes da analise (De Oliveira et al., 2015). No
momento da andlise, os macrofagos foram removidos da placa de 24 pocos com 3
lavagens (600ul) de PBS-EDTA (10mM) mantido em geladeira.

L. amazonensis

PBMC Macréfagos
] 22 g ey e
o 10:1
24H
Citometria de Fluxo
-GFP+ / GFP-
-CD86
-CD40
-CD209
-CD163

Figura 2. Delineamento experimental para analise de macréfagos infectados com Leishmania-
GFP.

Os neutréfilos foram infectados a 5 parasitos por célula (Figura 3), em placa de
96 pocos com RPMI suplementado com 10% SBF e 1% Penicilina/Streptomicina, por 3

horas, para posterior marcacao e anélise em citdmetro de fluxo (Tavares et al., 2014).
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L. amazonensis
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Individuos % T [ e—
Sadios LA 5:1
3H
Citometria de Fluxo
-GFP+ / GFP-
-CD15
-CD86
-CD40
-CD1e3

Figura 3. Delineamento experimental para analise de neutrdfilos infectados com Leishmania-
GFP.

5.7 - Citometria de Fluxo

As células foram lavadas com PBS-SBF (2%) e incubadas com anticorpos
monoclonais especificos, conjugados com fluorocromos, adquiridos junto a BD
Biosciences, a 40C, por 30 minutos protegidas da luz, segundo instru¢6es do fabricante
(concentracdo de anticorpos para marcagdo recomendada na bula do produto). Apds a
marcacdo, as células foram lavadas com PBS-SBF (2%) e fixadas com PBS-Formaldeido
(4%) para aquisigéo dos dados em citdmetro de fluxo FACS CANTO Il (BD Biosciences)
e analise em software especializado FlowJo (Tree Star). Para analisar o fenétipo de
superficie dos macrofagos 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 0s
marcadores de superficie dos neutréfilos infectados foram utilizados os anticorpos anti-
CD15-BV450 (cat. 561584), anti-CD163-PE, anti-CD86-V500 e anti-CD40-APC.

5.8 - Analise estatistica

Os resultados estdo expressos em Média + Desvio Padrdo. Para avaliar a

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

0s grupos foram analisadas utilizando teste de Mann-Whitney (anélises quanto ao
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sCD163, Haptoglobina, HO-1 e Arginase-1) para anélises ndo pareadas de dados nédo
paramétricos. Teste t pareado foi utilizado para as comparacGes entre dosagens antes e
depois do tratamento para LV. Teste pareado de Friedman com pds-teste de Dunn
(Fendtipo de Superficie e Analise das Medianas da Intensidade de Fluorescéncia) foram
utilizados para comparacdes pareadas de dados ndo paramétricos. As analises de
correlagéo foram realizadas utilizando o teste de correlagdo de Spearman para dados néo
paramétricos. As curvas ROC (receiver operator characteristic curve) foram construidas
utilizando os dados das dosagens de sCD163 dos individuos de acordo com as orientacdes
oferecidas pelo software estatistico. Foi considerado um p valor < 0.05 para a
significancia dos resultados. As analises foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism versdo 5.0 (GraphPad Software).

6 - RESULTADOS

6.1 - Altas concentracbes de sCD163 sérico como Biomarcador para Hanseniase

Virchowiana

Os valores individuais e as médias + Desvio Padrdao (DP) da dosagem de sCD163
dos individuos com Hanseniase Indeterminada (HI) (n=9) (114 + 49,57 ng/mL),
Hanseniase Tubercul6ide (HT) (n=14) (90,29 + 44,06 ng/mL), Hanseniase Dimorfa (HD)
(n=14) (97,71 + 47,97 ng/mL), Hanseniase Virchowiana (HV) (n=10) (177,6 + 62,18
ng/mL) e Controles Contactantes (Contactantes) (n = 23) (90,78 + 31,55 ng/mL) séo
mostradas na figura 4. Os pacientes com Hanseniase Virchowiana (HV), forma mais
grave da doenca, apresentaram concentracdes mais elevadas de sCD163 em relacdo aos
pacientes com a forma Tuberculdide (HT) (p=0,001; Mann-Whitney test), a apresentacao
clinica mais branda da doenca, e também em relacdo aos individuos controles
contactantes (p<0.001; Mann-Whitney test). Nos pacientes diagnosticados com as formas
intermediarias da Hanseniase, Indeterminada (HI) e Dimorfa (HD), também foi detectada

diferenca significante com os pacientes HV.
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Figura 4. Quantificacdo de sSCD163 em amostras de soro de pacientes com Hanseniase.
O soro foi coletado a partir de amostras de sangue periférico e utilizado para quantificacdo
de sCD163 por ELISA. Amostras de soro de individuos contactantes sem sinais nem
sintomas de Hanseniase foram utilizadas como controles (n=23). As dosagens de
individuos com Hanseniase Indeterminada (HI) (n=9), Hanseniase Tubercul6ide (HT)
(n=14), Hanseniase Dimorfa (HD) (n=14), Hanseniase Virchowiana (HV) (n=10) e
Controles Contactantes (Contactantes) (n=23) foram comparadas pelo teste ndo pareado
e ndo paramétrico de Mann-Whitney. Foi considerado significante um valor de p < 0,05.

Como analise complementar, foram construidas curvas ROC (Receiver Operating
Characteristic) para comparar os resultados das dosagens entre os grupos. Como mostrado
na Figura 5, a area abaixo da curva (AUC — Area Under the Curve) construida
comparando pacientes HV com pacientes HT foi 0.8571 com intervalo de confianca (ClI)
de [0.69 — 1.02] (p=0.0034) (Figura 5A); Contactantes em relacdo aos pacientes HV foi
0.8439, 95% CI [0.72 — 1.02] (p=0.0008) (Figura 5B); HI em relacdo aos pacientes HV
foi 0.7944, 95% CI [0.58 — 1.00] (p=0.03) (Figura 5C); e HD em relacdo aos pacientes
HV foi 0.8500, 95% CI [0.69 — 1.00] (p=0.004) (Figura 5D). Além disso, 0 ponto de corte
ideal para a comparagéo 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 concentracdo sérica
sCD163 nos grupos HT em relacdo aos pacientes HV (A); Contactantes em relacdo aos
pacientes HV (B), HI em relacdo aos pacientes HV (C) e HD em relacdo 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 caracteristica do metabolismo de macréfagos

M2 (Arginase-1). Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos analisados

(Figura 6A-C).
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Figura 6. Quantificacdo de HO-1 (A), Haptoglobina (B) e Arginase-1 (C) em amostras de soro
de pacientes com Hanseniase. O soro foi coletado a partir de amostras de sangue periférico e
utilizado para quantificacdo por ELISA. Amostras de soro de individuos contactantes sem sinais
ou sintomas de Hanseniase foram utilizadas como controles. As dosagens de individuos com
Hanseniase Indeterminada (n = 6) (HI), Hanseniase Tubercul6ide (n = 9) (HT), Hanseniase
Dimorfa (n = 8) (HD), Hanseniase Virchowiana (n = 8) (HV) e Controles Contactantes (n = 12)
(Contactantes) foram comparadas pelo teste ndo pareado e ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Foi considerado significante um p < 0,05.

6.2 - Niveis de sCD163 se correlacionam com gravidade e melhora clinica em

pacientes com Leishmaniose Visceral

O presente estudo também detectou altas concentracGes de SCD163 em amostras
se soro de pacientes com Leishmaniose Visceral, quando comparados a individuos
controles, que ndo apresentavam sinais clinicos da doenca. Como 0s pacientes mais
graves apresentaram concentragdes muito mais elevadas do sCD163, estes séo
apresentados em um grupo separado (Figura 7). As médias + Desvio Padrdo da dosagem
de individuos DO (n = 33) (152,1 + 67,86 ng/mL), foram mais elevadas do que as de
individuos contactantes (DTH positivos) sem sinais ou sintomas da LV (DTH, n = 11,
72,55 + 25,68 ng/mL) e de individuos provenientes de areas ndo endémicas para LV (HC,
n =38, 49,0+ 23,71 ng/mL). Essas concentracGes caem ap0s o tratamento, no D30 (n=19)
(98,79 £+ 58,58 ng/mL) (p<0.005). Mais importante, concentragdes ainda mais elevadas
foram detectadas nos individuos 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/mm?, hemorragia, infecgBes bacterianas, contagem de neutréfilos <500/mm?,
dispnéia e ictericia. Adicionalmente, foi detectado também uma diminuicdo dos niveis

deste marcador nos pacientes 30 dias apds o tratamento.
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Figura 7. Quantificacdo 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
quantificacdo de sCD163 por ELISA. Os valores da dosagem de individuos com LV antes
do tratamento, DO (n = 33), ap6s o tratamento, D30 (n=19) e LV Grave (n=13), de
individuos contactantes sem sinais ou sintomas da LV (DTH, n = 11) e de individuos
provenientes de areas ndo endémicas para LV (HC, n = 8) foram comparadas pelo teste
ndo pareado e ndo paramétrico de Mann-Whitney. Foi considerado significante um p <
0,05.

Correlacdo com gravidade da LV € suportada pela presenca de correlacdo direta
entre as concentracdes de SCD163 e tamanho de bago (r=0.3915; p=0049) (Figura 8A) e
figado dos pacientes (r=0.4353; p=0,0018), (Figura 8B), aspectos clinicos utilizados
como parametros clinicos de melhora e piora da LV.
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Figura 8 Andlise de correlacdo de Spearman entre as concentragdes sericas de sSCD163
e tamanhos dos bacos (A) e dos figados (B) de pacientes com Leishmaniose Visceral.
Foi considerado significante p valor < 0,05.
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Além disso, foi realizada analise pareada entre a dosagem de sCD163 antes e 30
dias depois do inicio do tratamento dos mesmos pacientes, mostrando diminuicdo dos
niveis do biomarcador ap6s o tratamento (p=0,0455) (Figura 9), corroborando a hipotese

de que sCD163 pode ser usado como um dos parametros de cura ou melhora clinica.
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Figura 9. Analise por teste t pareado da concentracdo sérica de SCD163 comparando 0s
mesmos pacientes de LV antes e apds 30 dias do tratamento padrdo para leishmaniose.
Foi considerado significante um p < 0,05.

Curvas ROC foram construidas para confirmar a importancia clinica 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 analises que visaram diferenciar todos os grupos. A
distingdo entre ambos os grupos controles (HC e DTH+) comparados aos pacientes no
DO (Figura 10A-B) evidencia a importancia do sCD163 como marcador de doenca/ndo-
doenga (HC em comparacdo a DO, AUC=0,9697, CI1 0,9112-1,02; DTH+ em comparagéo
a D0, AUC=0,9242, CI 0,8385-1,01). A anéalise comparando os pacientes com LV no DO
e no D30 (AUC=0,7376, Cl 0,5832-0,89) (Figura 10C) evidencia a importancia CD163
como parametro de cura clinica dos pacientes, enquanto a analise DO em comparacédo a
pacientes com LV Grave (AUC=0,8403, CI 0,7101-0,97) (Figura 10D) revela que o este
biomarcador pode ser utilizado como parametro de gravidade da LV.
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Figura 10. Curvas ROC da concentracdo sérica de sCD163 em pacientes com LV
comparando HC versus pacientes DO (A), DTH+ versus pacientes DO (B), DO versus

pacientes D30 (C) e DO versus pacientes LV GRAVE (D). Foi considerado significante
p valor < 0,05.

Quanto as dosagens de HO-1, Haptoglobina e Arginase-1, apesar de ndo haver
significancia estatistica, os resultados demonstraram niveis menores de Haptoglobina no
grupo LV Grave, em comparacdo com os DO com forma classica, enquanto as
concentraces sericas 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

relacdo aos grupos controles, reduzindo no D30 pos tratamento.
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Figura 11. Quantificacdo 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 quantificacdo por ELISA. As dosagens de individuos
DO (n =18 a 15), D30 (n =2 a 3), LV Grave (n = 10 a 12) e de individuos contactantes
sem sinais ou sintomas da LV (DTH) (n =2 a 7) foram comparadas pelo teste ndo pareado
e ndo paramétrico de Mann-Whitney. Foi considerado significante p < 0,05.

6.3 - Leishmaniainduz a expressdo de CD163 por macrdéfagos

Com o objetivo de identificar a origem do sCD163 encontrado nas amostras de
soro dos pacientes, foi avaliada a expressao desse marcador na superficie de macréfagos
infectados com Leishmania amazonensis, sendo que essa linhagem expressa
constitutivamente a Proteina 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 infeccéo, 5
ou 10 parasitos para cada macréfago, em 3 tempos diferentes, 2, 48 e 72 horas de infec¢ao.
Como mostra a figura 12, no tempo de duas horas temos uma taxa de infecgdo de 4,97 no
experimento 5:1, e 23,9 quando foi usado 10:1. J4 com 48 e 72 horas obteve-se queda na
porcentagem de células infectadas. Portanto, nenhum dos tempos analisados representou
uma analise nos parametros desejados. Com 2 horas de experimento a porcentagem de
infeccdo estava proxima a desejada, mas considerando o contexto de expressao do CD163
em celulas intensamente parasitodas em infec¢des cronicas, 2 horas pode ser considerado
precoce para a analise do fendmeno que visamos. Com 48 e 72 horas as células infectadas
se mostraram eficazes em responder ao parasito e diminuindo as taxas de infecgdo. Assim
foi escolhido o tempo de 24 horas para 0s experimentos que seguem, sendo um modelo
em que podemos observar muitas células infectadas e, em um tempo de experimento

favoravel a analise de fendmenos inerentes a infecgdes cronicas. Outra varidvel a ser
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padronizada foi a quantidade de parasitos por macrofago, foi escolhida a proporcao de 10
parasitos para cada macrdfago por ser a estratégia que forneceu a maior porcentagem de
células infectadas.
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Figura 12. Células mononucleares de sangue periférico foram obtidas de amostras de um
individuo saudavel 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
diferenciacdo em macrdfagos. As células foram entdo infectadas com cepa de Leishmania
amazonensis que expressa constitutivamente a proteina verde fluorescente GFP (1 M®:
5 parasitos e 1 M®: 10 parasitos), por 2, 48 e 72 horas e analisadas por Citometria de
Fluxo.

Ap0s a padronizacdo do protocolo seguiu-se para a avaliagdo de moléculas de
superficie. A analise contou com macrofagos ndo expostos a Leishmania-GFP, cultivados
apenas em meio, e macrofagos expostos ao parasito. Depois de 24 horas de infec¢éo, os
macrofagos foram removidos da placa com PBS gelado, marcados com anticorpos

especificos e submetidos a analise de imunofenotipagem por citometria de fluxo (FACS).
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Foi realizada uma curva de tempo, com células de individuos saudaveis, acompanhando
a infeccdo dos macrofagos e foi escolhido o tempo de 24 horas como ideal para as
andlises, ja que com 48 horas foi obtida uma menor taxa de infec¢do. Entretanto, foi
obtido o mesmo padrdo de resultados para a imunofenotipagem em ambos os tempos
(dados nao mostrados).

Como mostra a Figura 13, a estratégia de analise de “Gate” permite a separagao
de duas populacdes distintas de células expostas a Leishmania-GFP, GFP positivas e GFP
negativas. Ambas as populacdes foram analisadas quanto a expressdo dos marcadores de
superficie CD40, CD86, CD209 e CD163, permitindo a analise do biomarcador CD163
em diferentes populacdes de células, no contexto de outros marcadores normalmente

utilizados para avaliar a atividade de macrofagos.
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Figura 13. Estratégia de Gate. Expressdo de CD163 na superficie de
Monbcitos/Macrofagos (M®) induzida por Leishmania GFP. Células mononucleares de
sangue periférico foram obtidas de amostras de individuos saudaveis (n = 7) e plagueadas
em duplicata por 3 horas. As células aderentes foram cultivadas por 5 dias em meio RPMI
1640 suplementado com 20% de SBF para diferenciacdo em macréfagos. As células
foram entdo infectadas com cepa de Leishmania amazonensis que expressa
constitutivamente a proteina verde fluorescente GFP (1 M®: 10 parasitos), por 24 horas
e entdo analisadas por citometria de fluxo para os marcadores CD163, CD40, CD209 e
CD8é.

Com o objetivo de refinar a andlise, as populacdes de estudo foram divididas
segundo estratégia previamente descrita (Tavares et al., 2014), células ndo expostas a
infeccdo por L. amazonensis-GFP ou Nao-Estimuladas (NE) e as células expostas a
Leishmania-GFP. Estas células expostas & infeccdo podem ser GFP+ ou GFP-. Os
macrofagos GFP- sdo considerados ndo infectados, e foram e interpretados como aqueles

que foram resistentes a infeccdo 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 populacdo 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 0s
outros marcadores, CD40 e CD209, ndo é possivel detectar diferencas entre as

frequéncias nas populacgdes estudadas.
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Figura 14. Expressdo de CD163 na superficie de Mondcitos/Macrofagos (M®) induzida
por Leishmania GFP. Células mononucleares de sangue periférico foram obtidas de
amostras de individuos saudaveis e plaqueadas por 3 horas. As células aderentes foram
cultivadas por 5 dias em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de SBF para
diferenciacdo em macrofagos. As células foram entéo infectadas com cepa de Leishmania
amazonensis que expressa constitutivamente a proteina verde fluorescente GFP
(Leishmania GFP) (1 M®: 10 parasitos), por 24 horas e entdo analisadas por citometria
de fluxo. (A) Fendtipo de superficie quanto aos marcadores CD163, CD40, CD209 e
CD86 (n = 6, experimentos em duplicata). Barras verdes e pretas representam
respectivamente as populagdes GFP+ e GFP-. As barras brancas representam a populacao
de células que ndo foram expostas a Leishmania GFP (NE). As medias + Desvio Padrdo
da porcentagem parental das populacdes de células foram comparadas utilizando o teste
pareado ndo paramétrico de Friedman com p6s-teste de Dunn. (B) Porcentagem de células
positivas para os marcadores CD40, CD86 e CD209 na populacdo 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 néo
infectadas (GFP-), também possuem os outros marcadores estudados. Entretanto, ndo
houve diferenca entre os perfis de expressao desses marcadores nessas duas populacées
comparadas, GFP+ e GFP-. Apesar de 0 CD209 ser considerado marcador de macréfagos

M2 (Montoya et al., 2009), assim como o CD163, ndo foi possivel detectar, no modelo
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construido, diferencas em sua expressao entre células infectadas e nao infectadas (Figura
14B).

O préximo passo foi analisar a relagdo entre os marcadores estudados e a
quantidade relativa de parasitos dentro das células. Para tanto, a Mediana da Intensidade
de Fluorescéncia (MFI) do fluorocromo GFP foi aferida nas diferentes subpopulactes
marcadas para CD40, CD86, CD209 e CD163. Com o objetivo de refinar a analise e
demarcar a relagdo entre a carga parasitaria e a expressao de CD163, essa andlise foi
realizada nas diferentes subpopulac@es excluindo-se as células CD163+. Como mostrado
na Figura 15A, as células CD163+ apresentaram MFI mais alta que a populacao
CD40+CD163- (p < 0.0005, Friedman paired test). Entretanto, ndo foi detectada diferenca
entre as células CD163+ e as popula¢des CD86+CD163- e CD209+CD163-, mostrando
que existem, em nosso modelo, células que expressam CD86 e CD209 com a mesma
intensidade de infeccdo que células CD163+.

Além disso, para confirmar essa relacdo analisada entre 0 marcador CD163 e a
quantidade de parasitos intracelulares, foi realizada uma andlise de correlacdo de
Spearman entre as intensidades de fluorescéncia dos fluorocromos PE (CD163) e GFP
(Leishmania-GFP). Como mostrado na Figura 15B, foi obtida uma correlacdo positiva

entre as as intensidades de fluorescéncia com fator r de Spearman 0,6696 e p<0,0001.
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Figura 15. Expressdao de CD163 na superficie de Mondcitos/Macrofagos (M®) induzida
por Leishmania GFP. Ceélulas mononucleares de sangue periférico foram obtidas de
amostras de individuos saudaveis e plaqueadas por 3 horas. As células aderentes foram
cultivadas por 5 dias em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de SBF para
diferenciacdo em macrdfagos. As células foram entdo infectadas com cepa de Leishmania
amazonensis que expressa constitutivamente a proteina verde fluorescente GFP
(Leishmania GFP) (1 M®: 10 parasitos), por 24 horas e entéo analisadas por citometria
de fluxo quanto aos marcadores CD163, CD40, CD209 e CD86 (n=7 experimentos em
duplicata). (A) Anélise da Mediana da Intensidade de Fluorescéncia do fluorocromo GFP
nas populacdes de células delimitadas quanto aos marcadores de superficie, comparada
utilizando o teste pareado ndo paramétrico de Friedman com pds-teste de Dunn. (B)
Anadlise de correlacdo de Spearman entre as fluorescéncias 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 - Leishmaniainduz expressdo de CD163 em Neutrofilos

Ap0s caracterizar a expressdo do biomarcador CD163 em macréfagos infectados
com Leishmania-GFP, o préximo passo foi analisar se 0 mesmo ocorreria em outro tipo
celular da resposta inata, os Neutrofilos. Para tanto, Neutréfilos foram isolados de
amostras de sangue periférico de individuos saudaveis e expostos a infeccdo por
Leishmania-GFP, por 3 horas e analisados por citometria de fluxo.

Células expostas ou ndo a Leishmania-GFP foram analisadas pela positividade
quanto aos marcadores CD15, CD40, CD86 e CD163, seguindo estratégia de gate similar
a construida para analisar macréfagos, distinguindo e analisando células positivas e

negativas para GFP (Figura 16).
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Figura 16. Estratégia de Gate. Expressdo de CD163 na superficie de Neutréfilos induzida
por Leishmania GFP. Neutrofilos foram purificados de amostras de sangue periférico de
individuos saudaveis. As células foram infectadas com cepa de Leishmania amazonensis
gue expressa constitutivamente a proteina verde fluorescente GFP (Leishmania GFP) (1
N®: 5 parasitos), em RPMI 1640 10% SBF por 3 horas. Foi realizada analise 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 macréfagos infectados com Leishmania-GFP.
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Figura 17. Expressdo de CD163 na superficie de Neutrofilos induzida por Leishmania
GFP. Neutrofilos foram purificados de amostras de sangue periférico de individuos
saudaveis. As células foram infectadas com cepa de Leishmania amazonensis que
expressa constitutivamente a proteina verde fluorescente GFP (Leishmania GFP) (1 N®:
5 parasitos), em RPMI 1640 10% SBF por 3 horas. Foi realizada anéalise por citometria
de fluxo quanto aos marcadores CD15, CD163, CD40, e CD86 (n=5 experimentos em
duplicata). As barras brancas representam a populacdo de células que ndo foram expostas
a Leishmania GFP (NE). As medias + Desvio Padrdo da porcentagem parental das
populacbes de células foram comparadas utilizando o teste pareado ndo paramétrico de
Friedman com pos-teste de Dunn. Foi considerado significante p valor < 0,05.

Ademais, foi realizada analise de MFI do GFP nas diferentes subpopulagfes, com
simples marcacdo e também analise booleana de dupla marcagéo, segundo os marcadores
de superficie utilizados. Como apresentado pela Figura 18, ndo houve diferenca entre a
intensidade de infeccdo entre as populagdes com marcacdo simples. Entretanto, quando
utilizada analise booleana com a utilizacdo de dois marcadores, é possivel diferenciar que
a populacéo triplo positiva CD40+CD86+CD163+ possui MFI de GFP mais intensa que

as outras populaces com analise de marcacdo simples.
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Figura 18. Expressdo de CD163 na superficie de Neutrofilos induzida por Leishmania
GFP. Neutrofilos foram purificados de amostras de sangue periférico de individuos
saudaveis. As células foram infectadas com com cepa de Leishmania amazonensis que
expressa constitutivamente a proteina verde fluorescente GFP (Leishmania GFP) (1 N®:
5 parasitos), em RPMI 1640 10% SBF por 3 horas. Foi realizada anélise por citometria
de fluxo quanto aos marcadores CD15, CD163, CD40, e CD86 (n=5 experimentos em
duplicata). As barras brancas representam a populacdo de células que ndo foram expostas
a Leishmania GFP. Anélise da Mediana da Intensidade de Fluorescéncia do fluorocromo
GFP nas populacdes de células delimitadas quanto aos marcadores de superficie,
comparada utilizando o teste pareado ndo paramétrico de Friedman com pds-teste de
Dunn. Foi considerado significante p valor < 0,05.
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7 - DISCUSSAO

Considerando que o biomarcador CD163 foi demonstrado ser caracteristico de
macrofagos permissivos a infeccdo por M. leprae, sua expressdo € indicativa de um
macrofago com subtipo M2. Além disso, sua secrecdo (sCD163) evidencia um combate
ineficiente contra os patdgenos M. leprae e L. infantum, e marcador de progressao dessas
doencas causadas por patdgenos intracelulares (Montoya et al., 2009; Moura et al., 2012).

Nossos dados, utilizando pacientes com hanseniase, confirmam as observacées de
Moura e colaboradores (2012), o primeiro grupo a descrever a forma sérica SCD163
associada a Hanseniase Virchowiana (HV), comparando com pacientes da forma
Tuberculdide (HT) (Moura et al., 2012). Ademais, nosso trabalho inclui também a
dosagem deste biomarcador em pacientes com as formas intermediarias da hanseniase
(Hl e HD).

Nossos resultados, através das curvas ROC, mostram que a dosagem de sCD163
no soro desses pacientes possui uma relagdo entre sensibilidade e especificidade muito
significante para a distincao clinica 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 individuos controles contactantes.

Essa relacdo entre os niveis séricos de sCD163 e a gravidade da Hanseniase,
explicada pela diferenciacdo de macrofagos para o fenétipo M2, pode ser evidenciada
também pela presenca de macrofagos CD163+ em lesbes de pacientes com a forma HV
(Moura et al., 2012). Essa diferenciacdo de macrofagos, que os faz permissivos a
multiplicacdo da Micobactéria é finamente regulado e retroalimentado pela citocina anti-
inflamatdria 1L-10 (Moura et al., 2012). A IL-10 tem diversos efeitos supressores nos
macrofagos, reduzindo suas fun¢Ges microbicidas e de apresentacdo de antigenos, sendo
possivelmente um dos mecanismos da supressao acentuada da resposta Thl observada
nos pacientes com a HV. Sousa e colaboradores (2016) encontraram correlagédo positiva
entre a expressao de CD163 e uma variedade de citocinas antiinflamatérias em lesdes de
pacientes com HV, pela técnica de imuno-histoquimica, além da expressdo da enzima
Arginase-1 (caracteristica do metabolismo de macréfagos M2) (De Sousa et al., 2016). O
CD163 é o receptor do complexo haptoblobina-hemoglobina, sendo esse metabolismo
importante para neutralizar os efeitos téxicos dos derivados de degradacdo da
hemoglobina (4-6). E importante que esses macrofagos tenham efeito anti-inflamatério,

pois sdo responsaveis pelo clearance de autoantigenos nos tecidos (Martinez et al., 2009).
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Nosso estudo ndo observou diferencas 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 Hanseniase com poucas manifestacfes sistémicas e normalmente de
evolucdo muito lenta, restrita aos sitios de inflamacéo na pele e nervos.

Com base na forte evidéncia que foi encontrada nos pacientes com Hanseniase, o
proximo passo foi avaliar se esse mecanismo pode ser extrapolado e associado a outra
doenca provocada por patdgeno intracelular, que também possui uma forte conexao com
a resposta efetora de macréfagos, a Leishmaniose Visceral (LV). Assim, altos niveis 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 Hanseniase, o
biomarcador CD163 € importante sinal de células reservatorias de Leishmania infantum.

Além disso, outra forte evidéncia que associa a dosagem desse biomarcador com
a gravidade da LV foi fornecida pelas andlises de correlacdo dessa dosagem com 0s
parametros clinicos mais utilizados para acompanhamento da gravidade da LV, os
tamanhos de figado e baco (De Oliveira et al., 2013; Dos Santos et al., 2016). Esses
Orgaos sdo alvo do tropismo do parasito e sofrem intensa inflamacéo e edema durante o
progresso da doenca (Dos Santos et al., 2016). A correlagdo positiva entre a dosagem de
sCD163 com tamanho de figado e baco corrobora a utilizacdo do sCD163 como
biomarcador de doenca e de gravidade da LV, ja que esses sitios intensamente inflamados
sdo o sitio dos fagdcitos reservatorios do parasito.

Adicionalmente, observa-se por andlise pareada, uma queda nos niveis desse
biomarcador em pacientes tratados (D30), sugerindo a utilizacdo do sCD163 como um
eficiente parametro de cura clinica. Evidéncia essa suportada pelas analises de curva ROC
realizadas, as quais mostram, pelas altas AUC, que a dosagem desse biomarcador possui
uma eficiente relacdo sensibilidade/especificidade para quaisquer comparacgoes
realizadas, seja entre pacientes com diferentes apresentacdes clinicas ou individuos
controles. Esses resultados destacam a potencial utilizacdo desse biomarcador como
parametro de gravidade e de melhora clinica da LV.

Lastrucci e colaboradores (2015), realizaram analises similares em pacientes com
TB e obtiveram resultados analogos. Através de curvas ROC, os autores destacaram a
importancia do sCD163 em distinguir individuos saudaveis de pacientes com TB ativa
(AUC=0.78), e também pacientes com TB ativa de pacientes curados, apds 12 meses de
tratamento padrdo (AUC=0.76) (Lastrucci et al., 2015). Além disso, o sCD163 foi



56

descrito como biomarador em doencas como a Glomerulonefrite (Li et al., 2015),
Esclerose Multipla (Stilund et al., 2015), entre outras doencas inflamatérias (Moller et
al., 2004; Mueller et al., 2015; Ab-Rahman et al., 2016).

Em conjunto, esses dados sugerem que o biomarcador sCD163 possui forte
associacdo com diagnostico, gravidade e melhora clinica das doencas causadas por
agentes intracelulares TB, Hanseniase e LV, entretanto essa relagdo é muito mais evidente
e pronunciada com Hanseniase e LV.

Apesar de ndo ter significancia estatistica, niveis mais baixos de Haptoglobina nos
soros de pacientes com LV grave sugerem que os niveis elevados de sCD163 estdo
contribuindo para retirada de complexos Hb-Hp do plasma desses individuos e posterior
processamento pela HO-1. Além do mais, Arginase-1 foi encontrada em niveis mais
elevados no soro de pacientes LV grave, sugerindo um desvio do mestabolismo
caracteristico de macréfagos M2 (Iniesta et al., 2005). Essa analise em especifico foi
prejudicada pela perda das amostras ao longo da utilizacdo pelo grupo de pesquisa. As
dosagens desses fatores solUveis contaram com uma quantidade menor de amostras,
impedindo a possibilidade de significancia estatistica.

A partir desses resultados, surgiu a necessidade de se descrever o0 mecanismo da
inducdo da expressdo dessa molécula e a fonte celular da molécula sCD163. Alguns
estudos suportam a ideia de que o macrofago pode receber um estimulo a se diferenciar
no fenotipo M2, que pode ser identificado pela expressdao de CD163. Essas moléculas
podem também sofrer protedlise e ser liberada para o microambiente (Philippidis et al.,
2004; Moura et al., 2012). Observamos que a infec¢do por Leishmania é capaz de induzir
a expressao de CD163 no superficie de macrofagos e neutréfilos.

Em hanseniase essa relacdo foi sugerida previamente, pela atividade de
macrofagos intensamente parasitodos expressando CD163 em biopsias de lesbes. Além
disso, Moura e colaboradores mostraram a expressao de CD163 em mondcitos induzida
por micobactérias (Moura et al., 2012). Entretanto, ndo existem dados disponiveis, até o
momento, mostrando se parasitos do género Leishmania induzem o mesmo efeito em
macrofagos.

O modelo de infeccdo com cepa de Leishmania amazonensis que expressa
constitutivamente GFP, mostra que, assim como para Mycobacterium leprae, macréfagos
infectados com Leishmania-GFP expressam diferencialmente o marcador CD163, alem

da molécula co-estimulatoria CD86. Esses dados corroboram a hip6tese que a Leishmania
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pode fornecer o estimulo para diferenciacdo M2 e esses macréfagos sdo uma das possiveis
fontes para 0 SCD163 que foi encontrado no soro de pacientes com LV.

Ademais, estas células expressam o CD209, considerado marcador de macr6fagos
ativados, também reportado como caracteristico de macrofagos M2, permissivos a
patdgenos como Mycobacterium leprae [10], contribuindo para o entendimento do
contexto de ativacdo dessas células CD163+.

As andlises realizadas sugerem que a infeccdo por Leishmania induz a expressdo
de CD163 concomitantemente com outros marcadores, mostrado que essas células
CD163+ sdo capazes de estimular a apresentacdo de antigenos com CD86, receber a
sinalizacédo de Lectina tipo C via CD209 e receber estimulacdo de CD40L, diretamente
de linfocitos T CD4 ou através de sua forma soltvel (sCD40L), ja descrito como
importante na resposta imune contra Leishmania (De Oliveira et al., 2015).

Na infeccdo por M. leprae a co-expressdo de CD209 e CD163 ¢ indicativo de uma
programacdo celular fagocitica e permissiva dos macrofagos, caracteristica de lesdes
multibacilares, descrito por Montoya e colaboradores (2009) [10]. Entretanto, no nosso
modelo de infeccdo por Leishmania, ndo foi constatado aumento de células positivas para
CD209 em células infectadas. Como as populacdes NE, GFP- e GFP+ possuem
praticamente a mesma porcentagem de macréfagos CD209+ e apenas a populacdo GFP+
teve aumento na porcentagem de células CD163+, é possivel que o CD209 seja um
marcador expresso em células em estagios mais iniciais de ativacdo, até mesmo no
repouso. Apds o estimulo que direciona a diferenciacdo para M2, nesse caso a
Leishmania-GFP, a célula permanece expressando CD209 e passa a expressar 0 marcador
CD163+, sendo que essa célula ja diferenciada, positiva para ambos os marcadores, pode
ser o fenotipo observado por Montoya (2009), também encontrada em nossas analises.
Futuras analises utilizando marcacdo intracelular de citocinas, por citometria de fluxo,
fornecerdo as evidéncias necessarias para a compreensdo da diferenciacdo dessas células
em M1 ou M2. Principalmente no que tange as citocinas IL-10, IL-4, TNF-a e IL-12,
essas analises proverdo respostas interessantes quanto ao real papel das células CD163+
no microambiente de resposta imunolégica.

Os macrofagos que expressam CD163 sdo mais parasitodos com Leishmania-
GFP, sugerido que a expressao desse marcador estd associada com uma maior
susceptibilidade dos macrofagos a infeccdo por agentes intracelulares. Esse resultado é
suportado pela correlacdo positiva entre a intensidade de fluorescéncia do fluorocromo

gue marca 0 CD163 e o marcador da Leishmania-GFP.
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Além dos macréfagos, neutrdfilos infectados com Leishmania-GFP também
expressam o biomarcador CD163 e podem ser uma outra fonte para 0 sSCD163 encontrado
nos pacientes com LV. Além disso, a combinacéo dos 3 marcadores, CD163, CD40 e
CD86, por analise booleana, revelou um neutréfilo mais permissivo a infecgéo, apesar da
expressao dos marcadores CD86 (molécula coestimulatoria para apresentacdo de
antigeno) e CD40 (receptor de estimulacdo provinda dos linfocitos T auxiliares) que
possibilitam a essa célula tanto fornecer sinais de amplificacdo da resposta imune, quanto
receber sinais de ativacdo, respectivamente.

Neutrofilos sdo classicamente a primeira linha de defesa contra patdgenos, junta
mente com os macrofagos residentes no tecido, migram rapidamente em grandes
quantidades de células para os sitios inflamatérios (Faurschou e Borregaard, 2003;
Marques et al., 2015). Essas células sdo rapidamente mobilizadas e sdo uma protecao
essencial do hospedeiro contra uma variedade de patdgenos (Carvalho et al., 2004;
Hakkim et al., 2011).

Neutréfilos sdo reconhecidos como primeiro tipo celular a chegar ao sitio de
injuria da picada do Flebotomineo, como demonstrado em modelos experimentais, e sdo
capazes de fagocitar a Leishmania (Laurenti et al., 1996; Peters e Sacks, 2009). Esses
dados sugerem que os neutréfilos podem ser um alvo inicial para a Leishmania (Ribeiro-
Gomes e Sacks, 2012). Modelos experimentais in vitro tem mostrado que neutréfilos
podem evitar a morte celular programada (apoptose) e servir como veiculo para o parasito
ganhar a corrente linfatica e circulatoria, por isso comumente chamado de “Cavalo de
troia”. Esse fendmeno promove uma infecgado silenciosa, assumindo papel importante no
estabelecimento da doenga (Laskay et al., 2008). Por outro lado, tem sido demonstrado
que os neutrofilos podem contribuir para o desenvolvimento de imunidade protetora
durante os eventos iniciais da infeccdo por Leishmania (Mcfarlane et al., 2008).
Entretanto, ainda nédo esta claro as condic¢fes de infeccdo e resposta imune que levam
essas células a ter comportamentos tao distintos e opostos, (Tacchini-Cottier et al., 2000;
Ribeiro-Gomes, Flavia L et al., 2007).

Adicionalmente, a expressdo de CD163 por neutréfilos pode ser uma evidencia
cientifica util para o entendimento dos papéis opostos desempenhados por essa célula
frente a infeccdo por Leishmania. Tacchini-Cottier e colaboradores descreveram um
possivel papel imunomodulatorio de leucocitos polimorfonuclares (PMN) na
diferenciacdo da resposta imune para o polo Th2, durante as fases iniciais da infecgéo por

Leishmania major, mas esse trabalho ndo 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 expressdo de CD64 e CD163 em neutréfilos em pacientes
com Sindrome da Resposta Inflamatdria Sistémica com ou sem sepse, mas este grupo de
pesquisa ndo realizou mais analises com objetivo de descrever o papel dessas células na
resposta imunoldgica, se limitaram a avaliar a acuracia da expressdo dessas moléculas
para o diagnostico da doenca (Groselj-Grenc et al., 2008).

Extrapolando o conhecimento disponivel acerca da atividade de macrofagos e sua
diferenciacdo, pode-se sugerir que a molécula CD163 pode estar relacionada a
diferenciacdo de neutrofilos para um fenotipo recentemente descrito na literatura como
N2 ou Neutrdfilos associados a tumor (TAN), em modelos animais de cancer (Fridlender
etal., 2009; Sionov et al., 2015). Célula essa descrita como sendo permissiva aos tumores,
contribuindo com seu desenvolvimento. Entretanto, somente com analises visando o0
perfil de citocinas inerente a essas células seréd possivel analisar seu real papel na resposta
imunoldgica contra Leishmania. Outras anélises, com células CD163+ isoladas, visando
relacionar esse fendtipo com perfis de experssdo génica, podem esclarecer o papel de
macrofagos e neutrofilos CD163+ no contexto de resposta imunoldgica a patdgenos

intracelulares.
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8 - CONCLUSOES

1. O papel do sCD163 como preditor de gravidade da Hanseniase foi
reafirmado e a evidéncia cientifica ampliada, com a avaliacdo das formas
intermediarias de doenca (HIl e HD) e com base nas curvas ROC,;

2. Foi revelada a importancia do sCD163 como biomarcador de gravidade e
resposta ao tratamento da Leishmaniose Visceral através das curvas ROC
e correlacdo com parédmetros de gravidade da doenga;

3. Uma possivel origem do sCD163 sérico sdo macréfagos intensamente
parasitodos, com polarizacdo para M2,;

4. Outra possivel fonte para 0 sCD163 sérico sdo neutrofilos intensamente

parasitodos, possivelmente diferenciados para o perfil N2 ou TAN.
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Figura 19. Resumo esquematico das conclusoes.



61

9 - PERSPECTIVAS

1. Dosagem do CD163 nos sobrenadantes dos macréfagos e neutréfilos infectados

com leishmania

Anélise das Citocinas produzidas por macréfagos CD163+;

Anélise das Citocinas produzidas por neutrofilos CD163+;

Anédlise das quinases fosforiladas em células CD163+;

Analise da expressdo de genes relacionados a fungéo efetora das células CD163+;

Avaliacdo da influéncia de Hormdnios sexuais na diferenciacdo de macrofagos

CD163+.

7. Comparacdo da diferenciacdo de células CD163+ em macrofagos e neutrofilos de
pacientes com passado de hanseniase e controles contactantes.

8. Comparacéo da diferenciagdo de células CD163+ em macrofagos e neutrdfilos de
pacientes com passado de LV e controles DTH+.
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APENDICE A

CONSENTIMENTO INFORMADO PARA O ESTUDO DA RESPOSTA
IMUNE
Nome do Projeto: Influéncia da Resposta Imune e Sistema Enddcrino na

Apresentacdo Clinica da Hanseniase

Registro.HU: N°: -

Nome do Paciente:

Investigador Principal: Amelia Ribeiro de Jesus, médica, Hospital Universitario
Rua Claudio Batista S.N, Bairro Sanatorio, Aracaju,-Brazil., Tel: (79)3218-1805.

N° do Projeto:

Convite e Objetivo:

Vocé é convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo entender
porque as pessoas tém Hanseniase. Este estudo incluird pessoas com esta doenca que
apresentam formas diferentes de feridas na pele. Além das informacGes deste documento
vocé pode perguntar tudo sobre o estudo ao seu médico. Caso decida participar do estudo
voceé sera solicitado(a) assinar este formulario de consentimento.

Participacdo voluntaria: A sua participacdo é voluntaria. Vocé pode decidir ndo
participar do estudo em qualquer momento, sem perder os beneficios dos cuidados
médicos prestados e de seu tratamento. Caso, ap0s aceite participar, resolva descontinuar
sua participacdo, isto sera feito sem qualquer prejuizo para vocé. Participando ou ndo do
estudo voceé recebera o medicamento utilizado para o tratamento da Hanseniase.

Finalidade do estudo: Este estudo vai estudar como o0 seu corpo se defende
quando atacado pela bactéria que causa esta doenca. Para isto estudaremos o seu sangue
e, possivelmente uma parte do exame de bidpsia de sua ferida na pele.

Procedimentos: Caso vocé concorde em participar do estudo, alem de ser
examinado por um médico clinico, realizar biopsia da lesdo, teste intradérmico e exame

de secrecdo de sua orelha, métodos que sdo necessarios para o diagnostico da doenga,
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vocé doard sangue para a pesquisa dos mecanismos de defesa do organismo. A retirada
do pedaco da pele ou da ferida para diagndstico da sua doenca sera feita com anestesia
para vocé ndo sentir dor e parte deste material podera ser utilizado para os estudos da
defesa do seu corpo contra a bactéria que causa a doenca. Caso o diagndstico de
Hanseniase nédo seja confirmado, todo o material obtido para pesquisa sera destruido.

Duracdo do estudo: Apds a assinatura do termo de consentimento sua
participagdo no estudo é de 5 anos, a contar do primeiro dia de tratamento, caso vocé
tenha Hanseniase. Periodicamente, vocé sera examinado para determinar a cura da doenca
ou necessidade de utilizacdo de novo tratamento, que também lhe sera fornecido
gratuitamente.

Confidencialidade: Qualquer informacdo obtida durante este estudo s6 sera do
conhecimento da equipe médica e do 6rgdo que protege o individuo em pesquisas (Comité
de ética do Hospital Universitario). Vocé e qualquer participante desse estudo ndo sera
identificado por nome nas publicagdes dos resultados do estudo. Apenas 0s representantes
do Comité de Etica em Pesquisa poderdo ver sua ficha clinica.

Analises de riscos e beneficios: A retirada de seu sangue e de um pedaco da ferida
sdo feitos se vocé tiver ferida, ainda antes do tratamento, para confirmar o diagndstico da
doenca. Dor leve na retirada de sangue devido a puncdo 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 pedaco da ferida ndo é acompanhada de dor.
O tratamento que vocé recebera é igual ao que todos os pacientes receberdo participando
ou ndo do estudo. A participacdo lhe trard como beneficio um acompanhamento clinico
mais freqliente. Um médico lhe visitard em sua casa para examinar também sua familia.
Vocé deve retornar as consultas médicas regularmente de acordo com marcacao de seu
cartdo do Ambulatério do HU

Retorno de beneficios para o sujeito e para a sociedade: A Hanseniase €
relacionada a reacdo do seu organismo contra a bactéria que causa a doenca e O
conhecimento destas reacdes do seu corpo pode contribuir ndo s6 para o entendimento da
doenga como para o aparecimento de novas formas de tratamento ou controle os sintomas
e também formas de previnir a doenga.

Custos: Vocé ndo tera custos com o tratamento. VVocé ndo recebera pagamento
por sua participacdo neste estudo.

Esclarecimentos: Caso vocé precise de atendimento médico durante o estudo,

vocé 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 vocé queira
saber alguma coisa sobre seus direitos e de seu filho, como paciente, vocé pode procurar
o Comité de Etica do Hospital Universitario, cujo endereco encontra-se no inicio deste
consentimento ou pelo telefone (79) 3218-1805.

Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este Ihe foi explicado
e vocé concorda em participar do estudo, favor assinar o nome abaixo. A vocé sera

entregue uma copia deste formulério para guardar.

Assinatura do participante Data

Assinatura do pesquisador Data

Assinatura da testemunha Data
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APENDICE B
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Nome do Projeto: Avaliacdo Epidemiologica, Clinica e Imunoldgica de familiares e

pacientes com Leishmaniose Visceral.

NOME DO PACIENTE:

N° do Projeto:

Investigador Principal: Roque Pacheco de Almeida, Hospital Universitario da UFS,
Aracaju-Sergipe-Brasil. Este documento explica um estudo de pesquisa e pede a sua
permissdo para o(a) senhor(a) ou seu (sua) filho(a) participar desta pesquisa. Se o(a)
senhor(a) for pai/mae ou guardido de uma crianga abaixo de 18 anos, que foi convidado
a participar desta pesquisa, a palavra “vocé” neste documento se refere ao seu filho. Ao
final da explicacdo, pediremos ao senhor(a) para assinar este documento, caso concordem
participar desta pesquisa.

Convite e Objetivo: Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo cujo objetivo
é identificar familiares de pacientes com diagndstico de Leishmaniose visceral que
foram ou sdo atendidos no Hospital Universitario. Apos Ihe ser explicado o que contém
neste documento, vocé pode perguntar tudo sobre a pesquisa a seu médico. Todos 0s
familiares desses pacientes serdo convidados a participar do estudo. Caso decida
participar do estudo, vocé seré solicitado a assinar este consentimento.

Participacdo voluntaria: Sua participacdo € voluntaria. Vocé pode se recusar a
participar ou pode desistir da participacdo no estudo a qualquer momento. Sua recusa em
participar ou desistir de participar do estudo ndo afetard de modo algum qualquer
tratamento que vocé estiver recebendo no Hospital Universitario.

Finalidade do estudo: Identificar individuos assintomaticos 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 liberacéo de redes extracelulares de neutrofilos nos individuos
Confidencialidade: Qualquer informacéo obtida durante este estudo sera confidencial,
sendo apenas compartilhada com outros membros da equipe médica do Comité de Etica

do Hospital Universitario. Embora os resultados obtidos neste estudo sejam publicados,
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ndo havera na presentacdo destes resultados meios que possam identificar 0s
participantes. Suas fichas clinicas e os resultados de seus exames poderdo ser também
vistos pelo Comité de Etica do Hospital Universitario. Fotos suas poderdo ser mostradas
em publico sem identificar vocé e protegendo partes intimas.

Procedimento: Seré retirado por puncdo venosa, 20 ml de sangue, que ao deve levar a
riscos para sua saude, podendo apresentar dor discreta no local da pungdo. O teste de
Montenegro sera aplicado no seu braco e é 0 mesmo procedimento quando vocé toma
uma vacina e também ndo é prejudicial para sua saude. Retorno de beneficio para o sujeito
e para a sociedade: O melhor conhecimento sobre o leishmaniose visceral podera
contribuir no futuro para medidas de controle da doenga.

Custos: Vocé ndo teré custos com a participacao no estudo e, caso necessite de tratamento
para leishmaniose, a medicacao lhe sera fornecida gratuitamente. Vocé ndo recebera
nenhum pagamento para participar desta pesquisa. Poderemos apenas contribuir com o
seu transporte para comparecer as visitas no ambulatério apés a alta do hospital.
Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicagdo
relacionada aos procedimentos realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr. Roque
Pacheco de Almeida (Tel.: (79)8823-7244) ou Dra. Amélia Ribeiro de Jesus (Tel: (79)
8823-7245). Caso vocé queira saber alguma coisa sobre os seus direitos ou de seu filho,
como paciente, vocé pode procurar o Comité de Etica do Hospital Universitario, cujo
endereco consta no inicio deste consentimento.

Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este Ihe foi explicado e vocé
concorda em participar do estudo, favor assinar o nome abaixo. Uma coOpia deste
consentimento Ihe sera entregue. Favor assinalar um dos quadros abaixo para indicar se
deseja ou ndo ter o parasito que causa esta doenca armazenado para estudos futuros

aprovados sobre leishmaniose.

Assinatura ou impresséo do participante Data Hora

Nome/Assinatura do pesquisador Data Hora

Nome/Assinatura da testemunha Data Hora
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Background.

CD163, receptor for the haptoglobin-hemoglobin complex, is expressed on
monocytes/macrophages and neutrophils. A soluble form of CD163 (sCD163) has
been associated with the M2 macrophage phenotype; the M2 fate has been shown to
down-modulate inflammatory responses. In particular, previous studies have shown
that M2 is closely associated with the most severe clinical presentation of leprosy (i.e.
Lepromatous (LL)), as well as tuberculosis. We hypothesized that sCD163 correlates
with severity of diseases caused by intracellular pathogens.
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Abstract

Background.

CD163, receptor for the haptoglobin—-hemoglobin complex, is expressed on
monocytes/macrophages and neutrophils. A soluble form of CD163 (sCD163) has been
associated with the M2 macrophage phenotype; the M2 fate has been shown to down-
modulate inflammatory responses. In particular, previous studies have shown that M2 is
closely associated with the most severe clinical presentation of leprosy (i.e. Lepromatous
(LL)), as well as tuberculosis. We hypothesized that sSCD163 correlates with severity of
diseases caused by intracellular pathogens.

Methodology/Principal Findings.

To assess, the studies first confirmed that elevated levels of SCD163 were associated with
the clinical form. sCD163 in the serum of Visceral Leishmaniasis (VL) patients was found
at significantly higher levels than that of healthy individuals. Further analyses on
infection and disease status of VL patients revealed a clear association with clinical
disease parameters. In vitro culture assays revealed that Leishmania infection induced
CD163 expression on the surface of monocyte/macrophages and neutrophils, suggesting
these cells as possible sources of SCD163 release.

Conclusions/Significance.

Taken together, our results reveal an important role for SCD163 in immune modulation
by M2 macrophages, particularly in serving as a biomarker for determining severity and

disease progression of intracellular infections.

Author Summary
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Visceral leishmaniasis (VL) is a systemic, and most severe, form of leishmaniasis.
Soluble CD163 (sCD163) levels can serve as biomarker for disease severity in several
inflammatory disorders. However, no linkage has been reported for its relationship with
Leishmania infections. We now demonstrate, for the first time, that SCD163 presence is
directly correlated to disease severity in VL. Our studies present both clinical and in vitro
experimental evidence showing that sCD163 levels are increased in VL patients and
during in vitro infection of monocyte-derived macrophages and neutrophils with
leishmania cultures. Furthermore, presence of sCD163 is reduced during clinical
improvements. Taken together, results reveal an important role for sCD163 in immune
modulation during disease progression, and suggest a potential role as biomarker for

determining disease severity and clearance.

Introduction

CD163 is a member of the scavenger receptor cysteine-rich family [1]. CD163 binds to
hemoglobin (Hb) and haptoglobin (Hp) complex [2] and helps to coordinate the receptor-
mediated endocytosis by phagocytes [3]. The binding of Hp inhibits Hb toxic properties
[4] and delivers Hb to phagocytes expressing CD163 to be processed by hemeoxygenase-
1 (HO-1) [5, 6]. CD163, largely expressed on monocytes/macrophages and neutrophils
[7, 8], has several roles as an extracellular sensor for bacteria and modulator of
immunological responses [9]. CD163 is induced by glucocorticoids and upregulated by
interleukin-6 (IL-6) and IL-10 [6, 10, 11]. Inversely, the molecule is downregulated in
response to TNF-a. and IFN-y [6, 10]. Alternatively activated, or M2, macrophages
express CD163 and have anti-inflammatory and tissue repair properties [12, 13]. These
M2 macrophages have been described in the most severe lepromatous presentation of

leprosy (LL) [8]. CD163 can be shed from macrophage surfaces in response to
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inflammatory stimuli [3]; the molecule can then be found as a soluble form (i.e. sSCD163)
[8, 14]. The molecule has also been shown to be predictive of disease severity in several
inflammatory diseases [8, 12, 15-18], but no such linkage has been reported for
Leishmania infection. Sampaio et al described prognostic and severity markers useful to
inform clinical decisions in Visceral Leishmaniasis (VL) patients, as mucosal bleeding,
jaundice, dyspnea, suspected or confirmed bacterial infections, neutrophil count
<500/mm?3 and platelet count <50,000/mm?3 [19]. In addition, dos Santos et al reported IL-
6, IL-27 and sCD14 as useful biomarkers for severity of VL [20]. Moreover, the authors
additional found that IL-6 levels greater than 200 pg/ml were strongly associated with
death. Therefore we hypothesized that SCD163 would correlate with severity of diseases
caused by intracellular pathogens, particularly those with variant manifestations
determined by the immune response, such as VL and Leprosy. This study measured
sCD163 in the sera of leprosy and VL patients to determine whether correlative
association could be made with severity of disease. Results reveal strong correlations of
sCD163 levels with the severest clinical presentations of both leprosy and VL. Moreover,
we detected induction of CD163 expression on monocyte/macrophages and neutrophils
by in vitro Leishmania infection. Collectively, our data suggest that intracellular
pathogens induce CD163 expression to modulate the immune response and facilitate their

survival, leading to the most severe clinical presentations.

Methods

Patients and serum measurement of SCD163 for Leprosy.
Patients were enrolled at the Leprosy Clinic from the University Hospital, Federal
University of Sergipe, in Sergipe State, Brazil (HU-UFS). They were classified according

to the Madrid (1953) criteria of clinical forms: Indeterminate Leprosy (IL, n=9),
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Tuberculoid Leprosy (TT, n=14), Borderline Leprosy (BL, n=14) and Leprometous
Leprosy (LL, n=10) [21]. The inclusion criteria were have a diagnosis of leprosy confirme
by clinical aspect of the lesions and either positive baciloscopy or histopathological
confirmation in skin biopsies. Exclusion criteria were to have other conditions
(pregnancy) or diseases that interfere in the immune response or in the clinical outcome
of leprosy (HIV, HTLV-1). The patients were treated following the standard multidrug
therapy (MDT), according to the Brazilian Ministry of Health and World Health
Organization, for paucibacillary or multibacillary operational forms. Sera samples of
households contacts of patients (Contacts) (n=23) were used as controls; these are healthy
individuals who lived with the Leprosy-positive patients in direct contact with microbe

but did not develop diseases (i.e. resistant).

Patients and serum measurement of SCD163 for Visceral Leishmaniasis.

VL patients’ serum samples were collected in the VL Reference Center at HU-UFS. The
patients were divided in five groups; (1) before treatment (DO-Classic, n=33), (2) 30 days
after diagnosis with VL (receiving treatment during the time period) (D30, n=19), (3)
severe VL at day 0 (DO-SVL, n=13), (4) asymptomatic (delayed type-hypersensitivity
(DTH)-positive, n=11) and (5) non-endemic controls (HC, n=8). DTH positive
individuals are people who live with the patients but do not have clinical symptoms of
the disease; the individuals are responsive as measured by positive for DTH upon
treatment with Leishmania soluble antigen on the skin. Patients were classified as severe
VL based on clinical features that included platelet counts <50,000/mm?3, bleeding,
bacterial infections, neutrophil counts <500/mm?3, dyspnea and jaundice as described by
Sampaio et al. [19]. The inclusion criteria were to have VL diagnosis confirmed by direct

observation of Leishmania in bone marrow aspirates or positive culture in NNN media
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(Sigma-Aldrich), or positive rK39 serological test (KalazarDetect Rapid Test: InBios
International Inc). Exclusion criteria were the same applied to Leprosy patients. Patients
were submitted to standard VL treatment with Antimonial (SbY) [22]. All sera samples
were stored at -80°C. sCD163 quantification were performed at the same time for all sera

samples by ELISA kit according to the manufacturer’s instructions (R&D Systems).

Ethical considerations

The Ethics and Research Committee of the Federal University of Sergipe approved this
study (CAAE 0151.0.107.000-07 and CAAE 0152.0.107.000-07) and all patients, or their
legal guardians, willfully consented. The patients in this manuscript have given written
informed consent (as outlined in the PLOS consent form) to publication of their case

details.

Cell isolation and culture.

Monocytes were isolated from peripheral blood and plated in 24 well plate at 5x10°
cells/well. Differentiation of macrophages were performed as previously described by de
Oliveira et al [23]. Neutrophils were isolated from peripheral blood samples (with EDTA
as anticoagulant) from healthy donors using PolimorphPrep reagent, according to the
manufacturer’s instructions (Axis-Shield). The cells were washed with PBS prior to
plating in 96 wells plates at a concentration of 10° neutrophils/well in RPMI 1640

supplemented with 10% FBS.

Leishmania-GFP infection.
L. (L.) amazonensis strain (MHOM/BR/73M2269) [24] constitutively expresses GFP

(Leishmania-GFP). The parasites were cultured in Schneider's Drosophila medium
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(Invitrogen) plus 10% FBS. The infection of human macrophages was performed at a
10:1 stationary-phase of promastigotes to macrophage, respectively. Extracellular
parasites were removed 2 hours later by washing. After 24h, the cells were stained and
analyzed by FACS. Neutrophils were infected with 5:1 parasites to neutrophil ratio,

respectively for 3h, prior to staining and analysis by FACS.

FACS Analysis.

The cells were washed with PBS and incubated with fluorescently-labeled antibodies (BD
Biosciences, USA), according to the manufacturer’s instructions. Acquisition of the data
was performed on FACS CANTO Il (BD Biosciences) and analyzed using FlowJo v10.0
software (Tree Star). To access the Macrophages phenotype, cells were stained with anti-
CD209-BV421 (cat. 564127), anti-CD163-PE (cat. 556018), anti-CD86-BV510 (cat.
563461) and/or anti-CD40-APC (cat. 555591). To access the neutrophils phenotype,
staining was with anti-CD15-BV450 (cat. 561584) and anti-CD163-PE. Stained cells

were fixed with 4% paraformaldehyde prior to acquisition.

Statistical analysis.

Results were expressed as mean =+ standard deviation (SD). D’ Agostinho and Pearson test
was performed to test if the data had a normal distribution. Differences between two
groups were determined by Mann-Whitney test (sCD163 analysis). Parametric t paired
test was used in before/after treatment analysis. Friedman paired test with Dunn’s post
test (Surface Phenotype and Median of Fluorescence Intensity analysis) was used for non-
parametric paired analyses. Correlation analysis was performed using Spearman
correlation test. A p-value < 0.05 was considered significant. Analyses were performed

using Windows GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software).
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Results

High serum levels of sSCD163 is a good biomarker for Lepromatous Leprosy

Patients with LL, the most severe form of Leprosy, had higher serum sCD163 relative to
households contacts of patients (contacts) (p<0.001, Mann-Whitney test), tuberculoid
leprosy (TT) (p=0,001, Mann-Whitney test), indeterminate leprosy (IL) (p=0.01, Mann-
Whitney test) and borderline leprosy (BL) (p=0.0009, Mann-Whitney test) (Fig 1A).
Receiver Operating Characteristic (ROC) curves were constructed. Area under the curve
(AUC) analysis highlights sCD163 dosage for clinical distinction between the more
severe (LL) compared to TT (AUC=0.8571, 95% confidence interval (CI) [0.69 — 1.02],
p=0.0034) or contacts (AUC=0.8439, 95% CI [0.72 — 1.02], p=0.0008) (Fig 1B-C). The
serum levels of haptoglobin, heme-oxygenase-1 and arginase-1 were not different

between the groups with different clinical forms or the control group (data not shown).

Fig 1. sCD163 in sera samples of LL Patients is higher than in other clinical forms
and controls, and has a good sensitivity for diagnosis of this clinical form. (A) Serum
of Leprosy patients of different clinical presentations were collected and sCD163
concentrations were measured by ELISA. Home contacts without symptoms or signs of
Leprosy (Contacts) were used as a control group (n=23). The means + SD of sCD163 in
Indeterminate Leprosy (IL) (n=9) (114 + 49,57 ng/mL), Tuberculoid Leprosy (TT) (n=14)
(90,29 + 44,06 ng/mL), Borderline Leprosy (BL) (n=14) (97,71 + 47,97 ng/mL),
Lepromatous Leprosy (LL) (n=10) (177,6 + 62,18 ng/mL) and Contacts (90,78 + 31,55
ng/mL) were compared, by Mann-Whitney test. (B) ROC curve of sCD163 concentration

comparing TT versus LL (B) and Contacts versus LL patients (C).
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sCD163 levels correlate with severity and clinical improvement of Leishmaniasis

We detected high serum levels of sCD163 in VL patients, as compared to healthy
individuals (HC; from non-endemic regions) and controls (that are delayed-type
hypersensitivity-positive (DTH+) (p<0.0001, Mann-Whitney test) [20]. Higher levels
were detected in patients classified as severe VL (D0-SVL) (p<0.004, Mann-Whitney
test), suggesting that CD163-positive macrophages are an important reservoir for
Leishmania infantum (Fig 2A). We also observed a positive correlation between sera
sCD163 levels and spleen size (r=0.3915) (Fig 2B) and liver size (r=0.4353) (Fig 2C) in
these patients; the method is a standard clinical parameter for determining VL severity
[20]. These results highlight the potential of sCD163 as a biomarker for predicting
severity of VL. A reduction of sSCD163serum levels, confirmed by paired analysis before
(DO-Classic) and after treatment (D30) (p=0.0455, paired t test) (Fig 2D) corroborates
that the decrease of SCD163 can be used as a parameter for clinical stages and treatment

SUCCESS.

Fig 2. sCD163 levels correlate with severity of VL. (A) sCD163 levels were measured
in sera of VL patients of different clinical status by ELISA. The means + SD of patients
with classical VL at DO (DO-Classic, n=33) (152,1 + 67,86 ng/mL), D30 (n=19) (98,79 +
58,58 ng/mL) and of patients of severe VL at DO (D0-SVL) (n=13) (241,5 + 76,88 ng/mL)
were compared by Mann-Whitney test. Sera samples of household contacts without
symptoms or signs of VL (DTH+, n=11, 72,55 + 25,68 ng/mL) and non-endemic
individuals (HC, n=8, 49,0 + 23,71 ng/mL) were included as control groups. Spearman
correlation analysis between sCD163 sera quantification and the (B) spleen size and the
(C) liver size. (D) Paired analysis of sCD163 quantification in sera samples of LV patients

before and after treatment (n=16, p=0.0455, paired t test).
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Fig 3A shows the distinction between control group (HC) versus DO-classic patients
(AUC=0,9697, CI [0,9112-1,02], p=0,0001), by ROC curve, reiterating the value of
sCD163 as a biomarker of disease. The analysis of DO-classic versus DO-SVL patients
(AUC=0,8403, ClI [0,7101-0,97], p=0,0004) (Fig 3B) and D30 group (AUC=0,7376, ClI
[0,5832-0,89], p=0,0046) (Fig 3C) further reveals evidence of disease severity and
clinical improvement, respectively. No significant differences were observed in serum

levels of haptoglobin, HO-1 and arginase-1 between these groups (data not shown).

Fig 3. ROC curves of sCD163 concentration. Comparing HC versus D0O-Classic (A),

DO0-Classic versus D30 (B) and DO versus DO-SVL group (C).

Leishmania induces macrophage CD163 expression

CD163 expression was evaluated in macrophages infected by Leishmania amazonensis
expressing GFP under the non-repressible CMV promoter (Leishmania-GFP).
Macrophages exposed to Leishmania-GFP for 24 hours yielded two cells subpopulations,
GFP+ and GFP-. Both were analyzed for surface marker expression of CD40, CD86,
CD209 and CD163 by flow cytometric analyses (Fig 4A) [25]. GFP- cells were assumed
to be non-infected bystanders (i.e. resistance to infection). GFP+ cells were considered
infected (i.e. permissive cell to Leishmania). As observed in Fig. 4B, the GFP+ population
has a higher percentage of CD86+ (57,11%) and CD163+ (33,6%) cells as compared to
GFP- (CD86 44,78%, CD163 3,22%) and Unstimullated group (i.e. unexposed to

Leishmania-GFP) (CD86 36,93%, CD163 12,62%).



246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

11

The median fluorescence intensity (MFI) of GFP was evaluated in CD40, CD86, CD209
and/or CD163 positive populations to assess the relationship of the studied markers with
parasite load. CD163+ cells showed higher infection (MFI = 913.167) than
CD40+CD163- (MFI = 715.143) cells (p<0.0005, Friedman paired test) (Fig 4C). A
positive correlation between the CD163 and GFP (Leishmania-GFP) was observed
(r=0,6696, p<0,0001), confirming the relationship between parasite infection/load with
macrophage/monocyte responses in CD163 expression (Fig 4D). These results
corroborate the proposed model that high-infected macrophages permissive to

Leishmania are a source of sCD163.

Fig 4. CD163 expression induced by Leishmania-GFP in Monocyte/Macrophage. (A)
Gating strategy of the monocyte/macrophage surface phenotype analysis. PBMC were
collected from healthy donors and the adherent cells cultured for 5 days in RPMI 1640
plus 20% FBS. The cells were infected with Leishmania-GFP (10 parasites: 1
macrophage), and stained with specific antibodies for macrophage surface molecules
prior to analysis by flow cytometry. (B) The macrophage phenotype were analyzed by
FlowJo software (n=6 experiments, in duplicate). Green and black bars represent,
respectively, the GFP positive and negative cells after 24h of exposure to Leishmania-
GFP. White bars are the non-exposed group (Unstimullated). The means + SD of parental
percentage of the cell populations was compared by Friedman paired test with Dunn’s
post test. (C) MFI analysis of GFP in the different populations according to the surface
phenotype, 24h after infection (n=7 experiments in duplicate). The means + SD of MFI
of each population were compared by Friedman paired test with Dunn’s post test. (D)
Spearman correlation analysis between CD163-PE and Leishmania-GFP fluorescence for

each cell of the analysis (one representative of 7 experiments in duplicate).
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Leishmania induces CD163 expression in neutrophils

To identify if infected neutrophils could also express CD163, the cells of healthy
individuals were exposed to Leishmania-GFP and analyzed by FACS (Fig 5A). Results
reveal a higher percentage of CD15+CD163+ cells in GFP+ (25,08%), as compared to
GFP- (14,84%) and unstimulated controls (6,90%) (p=0,0008, Friedman paired test) (Fig
5B). Collectively, these studies parallel those of macrophages, and further suggest that

both macrophages and neutrophils are dominant contributors of soluble CD163.

Fig 5. CD163 expression induced by Leishmania-GFP in Neutrophils. (A) Gating
strategy of neutrophils for membrane-bound phenotypic analysis. Neutrophils were
purified from healthy donors and infected with Leishmania-GFP (5 parasites: 1
neutrophil) in RPMI 1640 plus 10% FBS. (B) 3h after infection, neutrophils were
immuophenotyped by acquiring samples using flow cytometric analyzers and datasets
analyzed by FlowJo software (n=5 experiments, in duplicate). Green and black bars
represent, respectively, the GFP positive and negative cells. The white bars represent non-
exposed group (Unstimullated). The means + SD of parental percentage of GFP+, GFP-

and non-exposed cells were compared by Friedman paired test with Dunn’s post test.

Discussion

Whereas biomarker CD163 has been shown to be characteristic of macrophages
permissive to infection with M. leprae, its expression is indicative of M2 subtype
macrophage. In addition, SCD163 shedding (from surface of macrophages or neutrophils)

represent a population of cells inefficient in fighting against M. leprae and L. infantum
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infections (i.e. representing the M2 subtype). It can therefore be a valuable marker of
diseases caused by intracellular pathogens [8, 26].

Our data, using leprosy patients, corroborate studies by Moura et al describing serum
sCD163 association with leprosy Lepromatous (LL), as compared to patients Tuberculoid
form (TT) [8]. Moreover, our work measured the levels of SCD163 in patients with
intermediate forms of leprosy (IL and BL). ROC curves show that these levels of sSCD163
have a very significant relationship between sensitivity and specificity among the most
severe multibacillary, LL, and TT medium forms. Furthermore, this level was efficient in
distinguishing the LL form from all others, even when compared to control subjects.
This relationship between serum levels of SCD163 and severity of leprosy, can (in part)
be explained by the differentiation of macrophages to M2 phenotype, demonstrated by
the presence of CD163+ macrophages in lesions of LL patients [8]. Sousa et al (2016)
found a positive correlation between CD163 expression and a variety of inflammatory
cytokines in lesions of LL patients, besides of arginase-1 enzyme expression
(characteristic M2 macrophages metabolism) [27]. Interestingly, our study found no
differences among the groups in the levels of Haptoglobin and the enzyme that degrades
the hemoglobin-haptoglobin complex (Hb-Hp), heme-oxygenase-1 (HO- 1) and arginase-
1.

Because of similarities between the disease causing-pathogens, we next studies the role
of SCD163 in VL. Thus, high levels of sCD163 were found in the serum of patients with
VL; levels were proportional to disease severity. These data suggest that, like leprosy, the
CD163 is an important marker of pathogen load. The positive correlation between the
sCD163 dosage with liver and spleen size supports the use of SCD163 as a biomarker of
disease severity in VL. Additionally, a paired comparison shows a decrease in levels of

this biomarker in treated patients (D30), suggesting use of SCD163 as a parameter for
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stages of clinical progression. This evidence was supported by the ROC curve analyses,
the levels of this biomarker has an efficient sensitivity/specificity between patients with
different clinical presentations or control subjects.

Lastrucci et al (2015) conducted similar analyses in patients with Tuberculosis (TB) and
obtained similar results. Together, these data suggest that SCD163 biomarker is strongly
associated with diagnosis, severity and clinical improvement of diseases caused by
intracellular agents, such as TB, Leprosy and VL, although this relationship is much more
pronounced with leprosy and VL. Based on these results, there was a need to describe the
mechanism of CD163 expression and the cellular source of this molecule. We observed
that infection by Leishmania is capable of inducing CD163 expression on macrophages
and neutrophils surface. In leprosy this relationship has been previously suggested by
activity of heavily parasitized macrophages expressing CD163 in lesions biopsies.
Moreover, Moura et al (2012) showed CD163 expression on monocytes was induced by
mycobacteria [8]. However, no studies have shown whether Leishmania parasites can
induce the same fate in macrophages. In the infection with M. leprae, co-expression of
CD209 and CD163 is indicative of a permissive cell programming and phagocytic
macrophages, characteristic of multibacillar lesions [26]. However, in our model of
Leishmania infection did not lead to increases in CD209 positive cells. As non-infected,
GFP- and GFP+ populations have the same percentage of CD209+ macrophages and only
the GFP+ population was increased in the percentage of CD163+ cells, it is possible that
CD209 is a marker expressed on cells in early stages of activation. One caveat of the
studies was the use the L. amazonenis species/strain expressing GFP instead L. infantum
strain. Unfortunately, our group, at this moment, have just an L. amazonenis strain
expressing GFP, and no L. infantum strain. Interestingly, several review papers about the

interaction between Leishmania and phagocytes did not analyze species separately [28-
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32]. Additionally, the infection with L. amazonensis - GFP indeed induced CD163
expression in both macrophages and neutrophils. Our experiment using a non-fluorescent
strain of Leishmania could not separate the populations to the analyzes by flow cytometry.
Although the readout indices corroborate each other, future studies will want to evaluate
all the species of Leishmania.

Analysis targeting the cytokines produced by these cells can provide the evidence
necessary for understanding the differentiation of these cells in M1 or M2. CD163
expressing macrophages are more parasitized with Leishmania-GFP, suggesting that
biomarker expression is associated with increased susceptibility of these cells to infection
by intracellular agents. This result is supported by positive correlation between the
fluorescence intensity GFP and CD163.

In addition to macrophages, neutrophils infected with Leishmania-GFP also express
CD163 and may be another source for this soluble biomarker in patients with VL. An
immunomodulatory role of polymorphonuclear leukocytes was described during the early
phase after Leishmania major delivery [33]. Groselj-Grenc found expression of CD163
on neutrophils in systemic inflammatory response syndrome, but no mechanisms were
proposed in these studies to explain the role of these CD163+ neutrophils [7]. We suggest
that CD163 may be related to differentiation of these cells to an anti-inflammatory
subtype of neutrophil, recently described in the literature as N2[34, 35]. This altered fate
may be a clue to understand the apparently opposite roles of neutrophils during VL.
Further studies are needed to confirm the presence of CD163 positive neutrophils in VL
patients during active disease, and verify the role of N2 neutrophils as reservoir for

Leishmania in VL.

Conclusion
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In conclusion, we reaffirm and enhance the scientific evidence for the use sCD163 in
serum of patients to predict disease status in Leprosy. For the first time, we show the
importance of high sCD163 in VL, with reduction observed after treatment. We also show
a direct correlation between sCD163 and spleen and liver sizes, and associate CD163
levels to VL severity. We thus propose this soluble receptor as a potential biomarker to
evaluate disease progression and predict treatment response in VL. This study also
suggests that infected macrophages and neutrophils are two possible sources of SCD163.
Our data suggest that the genus Leishmania has the potential to provide polarizing
stimulus to an anti-inflammatory fate within macrophages and neutrophils, called M2 and
N2. This would favor parasite multiplication and suppression of Leishmania-specific
cellular immune response observed in clinical cases. This can be explained by
differentiation of M2 macrophages, as demonstrated by detection of CD163+ cells [8],
and correlation between CD163 expression and a variety of anti-inflammatory cytokines

and Arginase-1 expression, characteristic of M2 macrophages, in LL biopsies [27].
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