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Resumo:

O CD163 é um receptor expresso em
mondcitos, macrofagos e neutrofilos. Essa
molécula possui como finalidade a internalizado
de complexos haptoglobina-hemoglobina. Na
resposta imunlogica, sua expressdo esta
associada a um macréfago M2. E,
consequentemente, est4d relacionada a
apresentacdo mais severa da Hanseniase;
visto que esse macréfago  modula
negativamente a resposta imune.

Primeiramente  foi confirmada a
associacdo de sCD163 com a Hanseniase
Wirchowiana ao se observar altos niveis do
marcador no soro desses pacientes.
Posteriormente, experimentos in vitro indicaram
inducdo da expressdo de CD163 na superfice
de macrofagos e neutréfilos, em modelo de
infeccdo por Leishmania amazonensis-GFP,
sugerindo essas células como possiveis fontes
para a molécula sérica.

Conclui-se, portanto, que o sCD163
possui um papel importante ha modulagédo da
resposta imune que determina a apresentacao
clinica de infeccbes por patdbgenos
intracelulares.
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Introducao:

A Hanseniase ¢é uma doenca
infectocontagiosa provocada pelo
Mycobacterium leprae. A doenca é transmitida
por via respiratéria e acomete principalmente
pele e nervos, podendo levar a deformidades
graves. Segundo a extensdo dos sintomas
apresentados, a Hanseniase pode ser
identificada em 6 formas clinicas: wirchowiana,
tuberculéide, indeterminada e as formas
dimorfas (dimorfa tuberculéide, dimorfa dimorfa
e dimorfa wirchowiana).

Macréfagos, células fagociticas e
indutoras da resposta imune adaptativa, podem
ser  fenotipicamente polarizados pelo
microambiente para montar programas
especificos funcionais. Macréfagos polarizados
podem ser categorizados em dois grupos: 0s
classicamente ativados (M1) e 0s
alternativamente ativados (M2). Ao passo que o
fendtipo M1 exibe potentes propriedades
microbicidas e promove fortes respostas Thl, o
fenétipo M2 conduz processos  anti-
inflamatérios com uma resposta Th2.

Essa polarizacdo é determinante na
resposta imune no curso da hanseniase,
determinando a gravidade da doenca e seu
fendtipo clinico, paucibacilar e multibacilar.
Moura e colaboradores (2012) demonstraram
uma expressdo elevada de CD163 na
superficie de macréfagos em lesbes de
pacientes com a forma paucibacilar quando
comparada com lesdes das demais formas e,
também, a producéo de IL-10, TNF e TGF-
por esses macréfagos.

O CD163 é um receptor expresso em
monaocitos, macréfagos e neutrdfilos. Esse, age
de forma a internalizar complexos
haptoglobina-hemoglobina. A expressao de
CD163 ¢ induzida por glicocorticoides, regulada
positivamente pela IL-6 e IL-10 e
negativamente TNF-a e IFN-y. Quanto a sua
atuacao na resposta imunologica, o CD163 tem
sido associado ao fenotipo M2; podendo estar
expressos em macrofagos adaptados a limpeza
tecidual. Vale ressaltar, que a polarizacdo em
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M2 esta associada a uma modulacdo negativa
da resposta imunolégica e esta relacionada
com uma apresentacdo mais severa da
Hanseniase.

Sob estimulos anti-inflamatérios, a
molécula CD163 pode sofrer protedlise e ser
liberada para o meio. Dessa forma, sua forma
soltuvel pode ser detectada e ser utilizada como
biomarcador preditor de severidade de doengas
inflamatdrias, como Hanseniase e Tuberculose.

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi
verificar a presenca e caracterizar a associagao
do marcador sCD163 com a apresentacao
clinica da Hanseniase e se a infeccdo por
Leishmania sp, modelo de infeccdo por
patégeno intracelular, é capaz de induzir a
expressao do CD163 em fagdcitos humanos.

Metodologia:

Selecdo dos Pacientes e Dosagem de
sCD163. 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 inclusao foi o diagnostico
de Hanseniase confirmado pelo aspecto clinico
das lesbes, baciloscopia positiva e confirmacao
histopatoldgica em biopsias de pele. Os de
exclusdo foram a auséncia de condi¢Bes
(gravidez) ou doencas (HIV, HTLV-I, Diabetes
mellitus) que possam interferir na resposta
imunolégica ou apresentacdo clinica da
Hanseniase. O soro dos pacientes foi coletado
antes do inicio do tratamento. Além disso,
foram coletadas amostras de sangue de
individuos sadios, contactantes dos pacientes,
sem histérico de Hanseniase, de ambos os
sexos, para utilizacdo como controles. Ao
mesmo tempo, as amostras de soros de
pacientes com Hanseniase, e controles foram
submetidas a dosagem de sCD163 por kit de
ELISA.

Separacéo de células e cultura. A separacao
dos mondcitos foi realizada a partir de amostras
de sangue venoso heparinizado de doadores
saudaveis, utilizando protocolo de separacéo
de células mononucleares de sangue periférico
(PBMC). ApGs a separagdo as células foram
lavadas em PBS e cultivadas por 3h a 37°C/5%
CO2 com meio RPMI suplementado com 20%
soro bovino fetal (SBF). As células aderentes
foram lavadas e cultivadas por 5 dias a
concentracdo de 5 x 10° células/poco em RPMI
20% SBF para diferenciacdo em macrofagos.
Os neutrofilos foram isolados de amostras de
sangue periférico, retirado de doadores
saudaveis, utilizando 0] reagente
PolimorphPrep. Apds a separagdo as células
foram lavadas e cultivadas em placa de 96
pocos na concentracdo de 10° neutréfilos por

poco, em meio RPMI 10% SBF para infecgéo
com Leishmania.

Infeccdo com Leishmania-GFP. Foi utilizada
para 0S experimentos uma linhagem de
Leishmania amazonensis que expressa
constitutivamente Proteina Verde Fluorescente
GFP (cepa MHOM/BR/73M2269), gentilmente
cedida pela Profa Dra Silvia Reni Bortolin
Uliana, USP. Os parasitos foram cultivados a
24°C, em meio Schneider's Drosophila,
suplementado com 10% SBF. A infeccdo dos
macréfagos foi  realizada utilizando 10
promastigostas em fase estacionéaria para cada
macréfago em meio RPMI com 10% SBF, por
24 horas, para marcacdo com anticorpos
especificos e andlise por citometria de fluxo. Os
parasitas extracelulares foram removidos dos
pocos por lavagem. Os neutréfilos foram
infectados a 5 parasitos por célula, em placa de
96 pocos com RPMI 10% SBF, por 3 horas.
Citometria de Fluxo. As células foram
incubadas com anticorpos  monoclonais
especificos, conjugados com fluorocromos,
segundo instrucbes do fabricante, para
aguisicdo em citdmetro de fluxo FACS CANTO
I e andlise no software FlowJo. Foram
utilizados os seguintes anticorpos monoclonais:
anti-CD209-BV421, anti-CD15-BVv421, anti-
CD163-PE, anti-CD86-V500 e anti-CD40-APC.

Resultados e Discussao:

Os resultados corroboram com Moura et
al (2012) ao descrever o sCD163 associado a
Hanseniase  Virchowiana. Além disso,
demonstramos uma relagéo entre sensibilidade
e especificidade, evidenciada através das
curvas ROC, para diferenciacdo da forma
Wirchowiana das demais apresentacdes
clinicas.

Através do modelo de infeccdo por
Leishmania, evidenciamos que esse patdgeno
induz polarizacdo da célula para M2, fenétipo
permissivo, através do marcador CD163.
Macréfagos  infectados  possuem  maior
frequencia de células CD163+ que, por sua vez,
€ a populacdo mais infectada. Neutrofilos
quando infectados por Leishmania, também
expressam CD163, atuando como ourta fonte
da forma sérica da molécula.

Conclusobes:

O estudo concluiu que o papel do
sCD163 como preditor de severidade da
Hanseniase foi reafirmado e a evidéncia
cientifica ampliada, com base nas curvas ROC.
Ademais, que as possiveis origens do sCD163
sérico séo macréfagos intensamente
parasitados, com polarizagdo para M2, e
também neutrofilos intensamente parasitados,
possivelmente diferenciados para o perfil N2 ou
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TAN.
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