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Asma

INFLAMACAO ALERGICA

Para a melhor compreensdo sobre os mecanismos da inflamagdo da asma, focaremos no endoétipo da forma
mais comum de asma, a asma alérgica, cujos sintomas sao frequentemente desencadeados por alérgenos.
Em pacientes com asma alérgica, a provocacdo com alérgenos pode causar ativagdo de mastdcitos de
forma antigeno-especifica, dependente de IgE, levando a liberacdo de mediadores de mastdcitos.

Interacoes: Célula Apresentadora de Antigenos, Linfécito T e a Sua Ativacao
Interacoes: Linfécito T Ativado e Linfocito B — Sintese de Anticorpos IgE
Imunoglobulina E

Mastocitos

Receptor para IgE - Receptor de Alta Afinidade FceRI

Estudos evidenciam que apds a inalacdo de alérgenos em individuos suscetiveis, falhas no epitélio
favorecem a penetracdo, ativagdo e liberagdo de citocinas derivadas pelo epitélio respiratério, através da

ativacao de receptores toll-like (TLRs) ou receptores ativados por protease (PARs).! Estas recrutam e
ativam as células apresentadoras de antigenos (APCs), em particular as células dendriticas (CDs), que
capturam os alérgenos e os apresentam aos linfécitos T naive, que se tornam TH2 polarizadas. Células TH2
liberam citocinas pré-inflamatoérias como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. As citocinas derivadas do epitélio também
ativam as células linfoides inatas Tipo 2 (ILC2s), que também liberam IL-5 e IL-13. A IL-5 favorece a

eosinofilia nos tecidos e na circulagdo.23°

Interacoes entre a Célula Apresentadora de Antigenos, Linfocito T e a Sua Ativacao

Na asma alérgica as células dendriticas (CDs) sdo as principais células apresentadoras de antigenos (APCs)
e entre as APCs sdo as Unicas a ativar as células T naives. Derivam do precursor CD34+ da medula dssea,
e correspondem a 0,2% dos leucocitos no sangue, onde transitam por curto espaco de tempo. Recebem
! esta denominacdo por apresentar longos bracos, ou dendritos, sendo encontradas em

t ;'"rl" varios tecidos, particularmente na pele e nas mucosas. Sdo encontradas no epitélio

k‘i x}:‘ brénquico, onde sdo 4 a 8 vezes mais potentes do que os macroéfagos alveolares como
i, J‘ L

gD, l.» células apresentadoras de antigeno.” Nas vias aéreas, existem diversos subtipos de
3 Qr CDs, com funcgdes especializadas dependendo da localizagdo (epitélio, submucosa,
‘/:-_-_-':j- \ . parénquima pulmonar) e do estado imunoldgico (homeostase vs inflamagdo).
4 ‘?Q. Atualmente, com o avanco da citometria de fluxo, transcriptdomica e single-cell RNA-seq
(scRNA-seq), ja foram identificados mais de cinco subtipos distintos — tanto

convencionais quanto plasmocitoides e monocitoides. Constitutivamente produzem um

alto nivel de proteinas MHC Classe II e a proteina coestimuladora B-7, estando presentes em grande
nimero no epitélio e submucosa das vias aéreas superiores e inferiores. A mucosa esta coberta por uma
extensa rede de CDs, que se encontram nos canais para e intercelulares que circundam as células do
epitélio basal. As CDs tém um papel importante ndo apenas na sensibilizacdo a alérgenos, mas também na

asma, sendo que o seu nimero se encontra bastante elevado na mucosa em pacientes com asma.® Nos
brénquios, o espaco intercelular lateral é isolado do ambiente externo por unido compacta do epitélio. Para
interagir com as CDs, potenciais aeroalérgenos devem atravessar o epitélio para alcangar este espaco. Em
todos os tecidos ndo linfoides, as CDs encontram-se em estado latente, também conhecido como estado
imaturo, especializado para a captacdo de antigenos, que pode ocorrer por trés mecanismos: via
endocitose receptor-mediada, envolvendo clathrin-coated, via macropinocitose e via fagocitose particulada.

L

O sistema imunoldgico contém trés tipos de APCs "profissionais", isto €, macrofagos, CDs e células B.
Outras APCs sdo também encontradas constitutivamente ou sob condicdes inflamatérias no trato
respiratério, como os macrdéfagos, os linfocitos B e os pneumdcitos Tipo II, os quais apresentam também
fungdes na atividade imune e de supressao.

As CDs, em particular, participam na sensibilizacdo alérgica primaria e
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secundaria. Durante a resposta primaria, as CDs provenientes da
medula dssea sdo atraidas por quimiocinas inflamatérias MIP-3a
(macrophage inflammatory protein) até os tecidos, onde capturam os
antigenos. O reconhecimento do alérgeno constitui um sinal de alerta,
que induz a maturagdo das CDs. Migram até os linfaticos regionais,
MHC 11 tornam-se responsivas as células de revestimento sinusoidal
: : expressas no endotélio do linfatico aferente e a MIP-3B, expressa na
cD4 PEPTIDIO area de células T dos linfonodos. Nos linfonodos as CDs se agrupam.

v Caracterizam-se pela expressdo constitutiva das moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade MHC classe II, e moléculas
coestimuladoras. Atraem e interagem com células T naives para
induzir uma resposta imune primaria, gerando células TH2 efetoras e
células T reguladoras que controlam a sintese de IgE pelos linfécitos
B. As células TH2 efetoras, por sua vez, migrardo via linfaticos
eferentes para recirculagdo na corrente sanguinea. No caso de se
depararem repetidamente ou continuadamente com o alérgeno, estes
linfécitos TH2 estdo disponiveis para migrar até os locais de
inflamagao e provavelmente podem ser estimulados pelas CDs locais,
gue apresentam a IgE via receptor FceRI, para gerar inflamagao
eosinofilica das vias aéreas, hiperplasia de células caliciformes e hiper-
responsividade bronquica. As CDs tém a capacidade de produzir monocyte derived chemokine (MDC) e
thymus and activation regulated chemokine (TARC) que sdo quimiotaticos para as células TH2. (Figura 1)

As moléculas MHC sdo glicoproteinas transmembrana codificadas por um extenso grupo de genes
conhecido como complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Sua caracteristica estrutural mais
notavel é a presenca de uma fenda na superficie extracelular, onde peptidios podem se ligar.

As moléculas MHC classe II sdo proteinas heterodimeras, compostas por duas cadeias polipeptidicas a e b,
cada qual contribuindo com um dominio ao sitio de ligacdo ao peptidio e um dominio de suporte
semelhante a imunoglobulina. Sao sintetizadas no reticulo endoplasmatico da célula, de onde se
transferem para o aparelho de Golgi, ligadas a uma terceira proteina chamada de cadeia invariante (Ii)
(CD74), que evita qualquer ligacdo prematura de peptidios endégenos ao seu sitio de ligacdo, até que ela
atinja o local da degradagdo proteica extracelular. Uma segunda fungdo da cadeia invariante é enviar
moléculas MHC II para as vesiculas endociticas (de pH baixo) onde elas se ligam ao peptidio. Do aparelho
de Golgi, as MHC II sdo transferidas para vesiculas onde se acumulam. Os peptidios antigénicos,
provenientes de proteinas estranhas fagocitadas, degradadas e digeridas por enzimas proteoliticas da
familia das catepsinas, apresentam um tamanho que varia de 13-18 aminodcidos de comprimento e
acumulam-se nos fagolisossomos da célula. Posteriormente as vesiculas que contém as MHC classe II se
fundem com os lisossomos, em ambiente acido, dissociando-se das cadeias Ii, permitindo que os peptidios

provenientes dos antigenos fagocitados se unam a fenda de ligagdo do peptidio da molécula MHC.°?

Como as moléculas MHC sdo altamente polimérficas e a mesma célula exprime varias moléculas MHC, isso
explica como uma mesma célula pode apresentar um conjunto de peptidios aos linfécitos T.

Os complexos resultantes desta fusdo sdo carreados para a superficie destas células, onde linfécitos CD4+
T auxiliares (TH2) residentes intraepiteliais os reconhecem através de receptores especificos de sua
superficie (TCR), compostos heterodimeros constituidos por um par de cadeias polipeptidicas (a/B ou y/d)
cuja analise da sequéncia de aminoacidos mostra uma grande similaridade com a estrutura dominio das
imunoglobulinas. A ligacdo do TCR ao MHC + peptidio representa um complexo trimolecular.

A ativacao das células T naives requer uma sinalizacdo direta por duas vias:
® Através da ligagdo entre o TCR e o complexo MHC-II da célula apresentadora de antigeno e
® Pela via coestimuladora através da familia B7 e o CD28 dos linfécitos

Uma vez que o TCR tenha reconhecido seu antigeno cognato apresentado pela molécula MHC II, o préximo
passo € a transmissdo de um sinal da superficie da célula, onde ocorre o reconhecimento até o ndcleo da
mesma, para que a célula T passe do estado “inativo” para o estado de “ativacdo”. Para isto, torna-se
necessaria a alteracdo na gene expressdo no nulcleo da célula. Normalmente este tipo de sinalizagao
através da membrana celular envolve uma proteina transmembrana que apresenta duas partes: uma
regido externa (ligante), cuja funcdo é a de ligar-se a molécula que estad fora da célula e uma regidao
interna que inicia a cascata bioquimica que conduz o sinal ao ndcleo celular. O receptor de células T
reconhece caracteristicas tanto do antigeno peptidico quanto da molécula do MHC a qual ele esta ligado.
Isso introduz uma dimensdo extra ao reconhecimento de antigenos pelas células T, conhecida como
restricdo do MHC porque qualquer receptor de células T é especifico para um peptidio especifico ligado a
uma molécula especifica do MHC.
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TCR
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reconhecimento

As cadeias :B do TCR apresentam um dominio extracelular TCR a:B
que se une ao seu ligante (combinagdo da molécula MHC e o
peptidio).

Os seus prolongamentos internos citoplasmaticos sdo muito
curtos para qualquer sinalizagdo, pois sdo constituidos por apenas
trés aminoacidos. Esta sinalizacdo prossegue através de um
complexo de proteinas coletivamente chamado de CD3. O complexo
CD3 ¢é necessario para a transdugdo do sinal durante o processo de
reconhecimento do antigeno, resultante de sua ligacdo ao TCR. Em
humanos este complexo de sinalizagdo é constituido por quatro
diferentes polipeptidios: vy, d, € e z (gama, delta, epsilon e zeta).
Torna-se necessario salientar, todavia, que as proteinas y e d que
fazem parte do complexo CD3 ndo sdo as mesmas proteinas y e d
que constituem o yd TCR. As proteinas CD3 estdo fixadas a
membrana celular e apresentam prolongamentos citoplasmaticos
que sdo suficientemente longos, e cada cadeia de CD3 tem um
ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs), mostrado
como um segmento amarelo enquanto cada cadeia z tem trés
ITAMs para iniciar o sinal de ativagdao e a transmissao do sinal para
o nucleo. (Figura 2)

Além de terem o TCR ligado ao complexo MHC-peptidio, as células
T devem também receber sinais de coestimulacdo antes que elas
possam ser ativadas. O sinal de coestimulacdo melhor estudado é sinalizacdo

aquele constituido por uma familia de moléculas expressa na

superficie das APCs, chamada B7. As moléculas desta familia, a B7-1 (CD80) e a B7-2 (CD86), produzem a
coestimulacdo das células T pela ligagdo a receptores de sua superficie. Dois destes receptores foram
identificados: CD28 e CTLA-4 (cytolytic T lymphocyte associated antigen-4). A maioria das células T
expressa o CD28, enquanto que o CTLA-4 somente é expresso apds a ativacdo da célula, podendo
funcionar como um regulador negativo (“desativador”). Além das moléculas B7, as APCs secretam citocinas
que também contribuem para a coestimulacdo. O que tem sido descrito é que diferentes APCs em
diferentes lugares expressam diferentes combinacdes de moléculas coestimuladoras e citocinas. Por
exemplo, os macréfagos expressam B7-1 e a citocina IL-1; as CDs expressam iguais quantidades de B7-1 e
B7-2; as células B ativadas expressam mais B7-1 do que B7-2. A conclusdo mais plausivel é de que
diferentes APCs produzem diferentes tipos de sinais de coestimulacdo para as células T e estes diferentes
sinais podem influenciar os tipos de citocinas que as células TH produzem. Quando as APCs veem um
antigeno e o cortam em peptidios para apresentagdo em um complexo com moléculas de MHC para ativar
as células T, eles também aumentam a regulacdo dos ligantes para algumas dessas moléculas
coestimulatorias, tornando-os capazes de ativar as células T especificas. Por exemplo, os ligantes de CD28
(B7-1 e B7-2, também chamados CD80 e CD86) sdo induzidos em APCs e permitem a ativacdo de CD28
nas células T.

Além da apresentacdo de antigenos peptidicos especificos por moléculas MHC, outros sinais s&o
necessarios para a ativacdo dos linfécitos T (CD25) como a IL-1 secretada pelas CDs e a prépria interagao
fisica entre as duas células. Uma vez ativados, os linfécitos T apresentam em sua superficie receptores
para sua autoproliferacdo. Isto ocorre apds as células T serem ativadas, pois necessitam proliferar
(clonagem seletiva) e esta proliferacdo é acionada pelas citocinas como a IL-2 que atua como um fator de
crescimento. As células T estimuladas via TCR, em auséncia de sinais de coestimulacdo, sdo incapazes de
secretar a IL-2 e de ativar-se e por esta razdo entram em um estado anérgico. As células T ativadas
passam entdo a secretar citocinas necessarias para ativar os linfocitos B.

Interacdes entre o Linfécito T Ativado e o Linfocito B, Proliferacdao e Sintese de Anticorpos IgE

Parte dos linfocitos TH2 dos linfonodos que drenam os pulmdes interagira com linfocitos B que se
diferenciardo em plasmécitos e células produtoras de anticorpos para secretarem a imunoglobulina E (IgE)
através do que se convencionou chamar de modelo de dois sinais.

O primeiro é fornecido pelas IL-4 e IL-13 sintetizadas pelos linfocitos TH2.19:11 Os mastdcitos, os baséfilos
e os eosindfilos também produzem IL-4, enquanto que a IL-13 também é sintetizada pelas células NK. As
IL-4 e IL-13 compartilham a cadeia a do receptor IL-4 (IL-4Ra), quando estas citocinas se ligam aos

receptores nas células B.12:13 As citocinas e quimiocinas produzidas pelas células TH2 amplificam a
resposta TH2 e estimulam a mudanga de classe das células B ativadas para a produgdo de IgE. A IL-4 ou a
IL-13 fornecem o primeiro sinal que muda as células B para a producdo de IgE. A IL-4 e a IL-13 que atuam
nos linfocitos T e B ativam as tirosina-quinases Jakl e Jak3 da familia Janus, conduzindo, em ultima
analise, a fosforilagdo (e, por conseguinte, a ativacdo) do regulador da transcrigdo regulador de transcricdo
STAT-6 (signal transduction-activated transcription-6). Uma vez acopladas, resulta a translocagdao para o
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nucleo do STAT-6, o qual estimula a transcricdo do lécus do gene Cg, contendo sequéncias codificadoras
(éxons) para as regides constantes da cadeia pesada e da IgE. O segundo sinal ocorre, por contato,
através da interagdo entre a proteina transmembrana chamada Ligante CD40 (CD40L ou CD154) expressa
na superficie dos linfocitos T auxiliares ativados, com o receptor CD40, uma molécula coestimuladora dos

linfécitos B.1471® Esta acdo mutua entre as duas moléculas desencadeia

uma reorganizacdo genética

(deletion switch recombination) que aproxima todos os elementos da cadeia funcional pesada €. O
resultado é uma completa codificacdo genética multiéxon da cadeia pesada €. A combinacdo destes dois
sinais determina um desvio de classe para a IgE e proliferagdo das células B.

| de

Peptidio Antigénico

CELULA B

intracelular

extracelular

int[acelula
CELULAT

Interacdes adicionais entre outros pares de
ligantes e receptores (entre B7-2/CD28 e B-
7-2/CTLA-4 e entre a integrina alLB, e a
molécula de adesdo intercelular-1-ICAM-1)
podem complementar ou upregulate a
ativacdo dependente de <célula T dos
linfécitos B, que se segue a ligacdo do CD40
ao seu ligante.

Os linfécitos B diferenciam-se em células
secretoras de anticorpos (plasmacitos), cujo

resultado €é a expressdo dos RNA
mensageiros (curto e longo) da IgE e
consequente sintese proteica da IgE
especifica para alérgenos
especificos (Figura 3).
. Embora a producdo de IgE ocorra
. principalmente em orgaos linfoides

secundarios, ha evidéncias de que esse
evento também possa acontecer na mucosa
pulmonar de pacientes com asma (a

chamada producdo local de IgE).1” Uma vez

sintetizados e ativados (um sé linfécito B é capaz de produzir mais de 10 milhdes de anticorpos por hora),
os anticorpos IgE circulam por curto periodo de tempo no sangue antes de se ligarem aos receptores de
alta afinidade (FceRI) na superficie dos mastécitos teciduais, nos basofilos, eosindfilos, do sangue

periférico, em células musculares lisas das vias aéreas, células endoteliais e epiteliais

18 & a receptores IgE

de baixa afinidade (FceRII, ou CD23) na superficie de linfécitos, eosindfilos, plaquetas e macréfagos.

Imunoglobulina E - IgE

S
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d

Imunoglobulina E com o nome
de cada dominio

Sitios de Fixagdo dos
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WcE0s, Mitegoes  pontes

Constantes Dissulfeto

Desde o final da década de 1960 a relagdo entre
a sintese de anticorpos da classe IgE e a
resposta imediata de hipersensibilidade contra
alérgenos ambientais (sensibilizacdo) estd bem
estabelecida. A IgE (o "E" foi escolhido devido ao
eritema e papula da reacdo cutanea alérgica)
apresenta um peso molecular de 188 kDa. A sua
concentracdo sérica normal no adulto é de
aproximadamente 100 UI/mL ou (100 kU/L) e
corresponde a 0,002% do  total das
imunoglobulinas. A meia-vida da IgE livre é de
cerca de 2-3 dias, porém uma vez ligada aos
seus receptores nos mastécitos e basdfilos,
mantém-se estavel por semanas. A IgE é
constituida por duas cadeias leves (L) idénticas e
duas cadeias pesadas (H) idénticas, sendo cada
cadeia constituida por 110 aminoacidos, unidas
por ligacOes covalentes, através de

pontes dissulfeto. Cada cadeia apresenta uma regido varidavel (V) e outra constante (C). O sitio de
reconhecimento do antigeno ocorre na regido variavel, enquanto que na extremidade oposta acontece o
acoplamento a célula, via receptores especificos de imunoglobulinas. A IgE caracteriza-se por apresentar
uma longa regido constante, com quatro dominios Cel, Ce2, Ce3 e Ce4, ao contrario das outras
imunoglobulinas que sé possuem trés. Este fato proporciona uma excepcional habilidade de acoplamento a
receptores especializados de alta afinidade FceRI. O exato local de unido ocorre na sequéncia N-terminal do

terceiro dominio (Ce3) da cadeia pesada, perto da jungdo com Ce2.1°:20 (Figura 4)

Os efeitos bioldgicos da IgE sao mediados por seus dois receptores:
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membrana - FceRI - constitutivamente expresso em mastécitos e basofilos e um receptor de baixa

afinidade - FceRII ou CD23 - soluvel e ligado a membrana.?2 O receptor FceRII é uma lectina dependente
de calcio de baixa afinidade para IgE expresso em diversas células, abrangendo linfocitos B e T,
macréfagos, mondcitos, eosindfilos e células epiteliais. Trata-se de glicoproteina de membrana Tipo II, cujo
terminal carboxila apresenta uma cabeca de lectina Tipo C, responsavel pela ligacdo a IgE de forma

dependente de célcio.23

Uma reacdo dita precoce ou imediata se manifesta por aumento da resisténcia das vias aéreas, 10 a 15
minutos apds contato com o alérgeno nos pacientes sensibilizados. Neste estagio a obstrucdo brénquica é
reversivel espontaneamente ou através de inalacdo de um broncodilatador.

Mastocitos

Imediatamente apds a inalagdo do alérgeno, os mastocitos tipo MCr (fendtipo que contém triptase) no
pulmdo e os mastocitos tipo MCrc (fendtipo que contém proteases neutras triptase e quimase)

predominante na mucosa nasal,24 sensibilizados previamente pela IgE, sdo ativados pelo acoplamento do
antigeno (ligagao cruzada) aos receptores IgE da superficie de sua membrana celular. Deve ser salientado
que ambos os tipos de mastocitos expressam o receptor de alta afinidade FceRI e podem, portanto,
participar das reacdes alérgicas dependentes da IgE. Funcionalmente, entretanto, os dois tipos de célula
apresentam diferencas: o MCr esta relacionado ao sistema imune, enquanto que o MCrc apresenta agbes de
angiogénese e remodelamento tecidual (p. ex. fibrose), sem acbes imunoldgicas protetoras.

Os mastoécitos foram descritos pela primeira vez em 1878 por

Paul Ehrlich.2> S3o células imunes multifuncionais, de vida
longa, originam-se na medula déssea, em resposta ao fator de
célula tronco (ligante KIT), o qual é ligante do receptor
transmembrana tirosina CD117, codificado pelo KIT. CD117
regula o crescimento, a migracdo, a sobrevivéncia e as funcbes
" efetoras dos mastécitos. Os progenitores subsequentemente

- migram do sangue para os varios tecidos incluindo pele,
pulmdes, interfaces mucosas, onde adquirem seus fenodtipos

especificos teciduais.?® Expressam em sua superficie uma
variedade de moléculas de adesdao que podem promover sua
cranoge M fixagdo as outras células, incluindo em particular as células
Mastacito que || endoteliais. Migram para os tecidos sob influéncia de citocinas,
m::i::‘-‘::“ i| onde sofrem processo de maturagdo até adquirirem seu fenoétipo
' ==1 final, de acordo com o microambiente. Por Ultimo, os mastocitos
apresentam a caracteristica de migrar para a superficie epitelial das mucosas apos provocacdo antigénica.

s . e B n Pt i

Sdo recrutados até a superficie das vias aéreas pelo fator de célula tronco (SCF) liberado pelas células
epiteliais, os quais atuam nos receptores c-KIT expressos pelos mastécitos. O SCF desempenha papel

critico na diferenciacdo, proliferacio e modulacdo de mastécitos humanos.?’ Os mastdcitos humanos
respondem a ampla profusdo de estimulos, incluindo fatores de crescimento, citocinas, nucleotideos,
complemento, lipidios, proteases, produtos de infeccdo (MCs humanos expressam todos os receptores

TLR), poluentes, agentes ocupacionais, estimulos fisicos, drogas e sinalizacdo célula a célula.?8 Entretanto,
durante décadas a investigacdo da sinalizacdo MC concentrou-se na IgE dependente de alérgenos ativacao,
através do receptor IgE de alta afinidade FceRI.

A maioria dos mastécitos nas vias aéreas esta localizada abaixo do epitélio bronquico, mas um numero
consideravel de células é encontrado inserido entre as células epiteliais e adjacente a superficie brénquica.
Estas células em funcdo de sua localizagdo entrariam em contato imediato com os antigenos inalados,

apresentando grande importancia na modulacdo das fases iniciais da resposta alérgica.29

Nos pulmodes, a reacao antigeno induzida determina a liberacdo de -»mediadores de um pequeno numero
de mastocitos localizados na luz bronquica, o que pode determinar aumento da permeabilidade local e
aumentar a exposicdo antigénica aos mastocitos de localizagdo mais profunda, como os da submucosa, os
das glandulas mucosas e da musculatura lisa. No musculo liso das vias aéreas os mastdcitos contribuem

para sua hipertrofia e hiperplasia e contribuem para a hiper-responsividade bronquica (HRB).3% Os
mastdcitos que se localizam perto das glandulas mucosas e submucosas onde a liberagdo de PGD,, LTCy,
IL-4 e IL-13 podem desencadear maior producdo de muco pelas células caliciformes.3! Sua sobrevida varia

de semanas a meses. Na mucosa das vias aéreas existem cerca de 20.000 mastdcitos por mm?3 3233 ¢
representam 1-2% das células alveolares. (Figura 5) Provavelmente também proliferam nos tecidos.

A presenca de mastécitos no musculo liso das vias aéreas é outra caracteristica da asma, existindo uma
correlagdo inversa entre o niUmero de mastécitos na musculatura lisa bronquica e a PC,q para metacolina

nos individuos com asma.3* Outra doenca pulmonar eosinofilica, a bronquite eosinofilica, apresenta
inflamacdo na via aérea similar a da asma, incluindo a fibrose subepitelial, porém ndo manifesta a hiper-
responsividade, tida como a principal caracteristica da asma.
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Os mastdcitos exibem um fendtipo heterogéneo e isto tem sido demonstrado em funcdo de sua aparéncia
pois, tal como os baséfilos, os mastdcitos contém granulos ricos em proteoglicanos acidos que absorvem
corantes basicos. O proteoglicano dominante do mastécito humano é a heparina, que constitui mais de
75% do total, sendo o restante composto por uma mistura de condroitina sulfatos. O mastocito das
mucosas contém a protease triptase e tem sido funcionalmente associado ao sistema imunoldgico e a
reacoes de defesa do hospedeiro.

O mastoécito € um componente essencial da imunidade inata e pode servir para amplificar a imunidade
adaptativa. Os mastécitos podem responder a patédgenos, como bactérias e virus, por meio de multiplos
receptores do tipo Toll expressos em sua superficie celular. Por Ultimo deve ser ressaltado que mesmo um
nivel muito baixo de alérgenos é suficiente para desencadear a desgranulacdo do mastocito, que se inicia
em segundos apos a ligacdo ao antigeno, liberando uma série de mediadores pré-formados e recém-
formados.

Receptor para IgE - Receptor de Alta Afinidade FceRI

O mastdcito pode ser considerado como uma célula
primaria participante de reacdo alérgica precoce assim NH,
como de inflamacao alérgica crénica. g
Dom:.mog,
IgE-Like .
~,
Possuem em sua superficie 10.000 - 100.000 receptores Espaco P g s
. 35 . . Extracelular / A
para a fracao Fc da IgE.”> A IgE esta fixada a membrana Pt e T |l
de mastécitos teciduais e baséfilos circulantes,3%37 por i
um receptor tetrdmero de alta afinidade FceRI (kp = 1-2 EE;J"F"I;;:;“H
X 107° M) (Figura 6). =
Citoplasma ( ( s
COOH COOH
NH,
A cadeia B com 263 COOH COOH

aminoacidos transpbde a
membrana celular quatro vezes e as duas cadeias y com 86 aminoacidos se
prolongam a consideravel distancia no citoplasma. O receptor FceRI interage
210 nmf com os dominios Cy3/Cy3 e Cy*/Cy* da molécula de IgE via dois dominios
immunoglobulin-like da cadeia alfa. O FceRI envolve um simples dominio Ce3,
fazendo contato em ambos os lados ou interage com faces opostas do
dominio Ce3 de um lado da IgE. As cadeias beta e gama estdo envolvidas na
transmissao de sinais que partem da superficie da célula, ocorrendo uma
série de eventos na membrana e citoplasma (transdugado de sinal, traducdo e
amplificacdo de sinal e ativacdo de proteinas alvos/efetoras) do mastécito,

utilizando Ca?* e mecanismos energia dependente. As cadeias B e y possuem
/ em seu dominio citoplasmatico dois residuos de tirosina ITAM. (Figura 7) Os
o receptores na fisiologia celular do mastdcito cumprem um papel relevante,

B podendo atuar na sua ativagdo, maturagéo e proliferacdo.38

Ativacao, Degranulacao, Exocitose e Apoptose dos Mastocitos

L. ~ . , Alérgeno
Os mastocitos sao ativados pelo acoplamento do antigeno BE
(ligagdo cruzada) (Figura 8) aos receptores IgE da suPerficie Igk }b & M
de sua membrana celular, resultando em agregagao dos _ N T h‘:,.;' P
receptores de alta afinidade FceRI e a secrecdo de substancias S S 1) Y/
que podem ter acgles efetoras, imunorreguladoras ou 'r'*; "
autocrinas. b 'y N .
4 o,
A interagdo entre o complexo alérgeno-IgE e o receptor FceRI - —~
na superficie dos mastdcitos desencadeia a desgranulagdo dos «.+ == i
mastdcitos e a liberagdo de histamina, citocinas/quimiocinas, | S
enzimas como triptase e quimase, e a geracao de eicosanoides Mastocito
(ou seja, LTC4 e PGD,).39:40
Receptor FceR1

Os mastocitos nao ativados apresentam mais de 1.000 gréanulos

secretorios que contém um complexo de natureza cristalina, constituido pelos mediadores inflamatorios
pré-formados, ionicamente ligados a matriz dos proteoglicanos. Quando os mastdécitos sdo ativados, os
granulos se expandem, perdem a caracteristica cristalina quando o complexo se solubiliza, movem-se para
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a periferia da célula junto a membrana plasmatica, onde ocorre a fusdo, e os mediadores sdo expostos ao
ambiente extracelular, através do processo de exocitose.

Os processos exociticos podem acontecer por trés modalidades diferentes:*1

1. Kiss and run - quando ocorre a liberacao rapida e parcial do contelldo do granulo secretor
através de um poro de fusdo transitério e reversivel, preservando-se o granulo;

2. Exocitose completa - o granulo se funde totalmente a membrana plasmatica, liberando todo o
conteudo;

3. Exocitose composta - fusdo homotipica de varios granulos entre si antes da fusdo com a
membrana plasmatica, expandindo a liberacdo. A exocitose composta é a forma predominante

de exocitose regulada durante a resposta alérgica, IgE/antigeno.*2

Nas ultimas décadas foram efetuados avancos nos conhecimentos da maquinaria da secregcdo e exocitose
dos mastécitos devido ao papel central que desempenham nas reacdes alérgicas e na asma. Como
consequéncia, o papel das guanosina trifosfatases (GTPases) no transporte vesicular foi revelado pela
primeira vez, quando o analogo de guanosina trifosfato (GTP) resistente a hidrélise, GTP y S, induziu

exocitose quando introduzido no interior do mastdcito.43 Trabalhos subsequentes mostraram que varias
familias de GTPase, incluindo Rabs, fatores de ribosilacdo de adenosina difosfato, dinamina e proteinas G

triméricas, regulam aspectos distintos do transporte intercompartimental.**-4® As proteinas Rabs s&o
pequenas proteinas de ligacdo ao GTP relacionadas a Ras, que se acredita atuam como reguladoras em
cada etapa do trafego da membrana intracelular. Assim, as Rab GTPases, especialmente Rab27a, Rab3d e
Rab5, tém se mostrado fundamentais na orquestracdo da mobilizacdo, acoplamento e fusdao dos granulos

de secrecdo com a membrana plasmatica.*14748 Alteracdes na expressdo ou funcdo dessas proteinas
afetam o tipo de exocitose e, com isso, a intensidade da liberacdo de mediadores alérgicos como
histamina, triptase, prostaglandinas e leucotrienos — diretamente implicados na asma.

As proteinas SNARE (Soluble NSF Attachment Protein Receptor) — como VAMPS8, syntaxin-4, SNAP-23 —
s3o agora reconhecidas como os principais determinantes do tipo de fusdo.4°-51

A inibicdo seletiva de SNAREs pode redirecionar o tipo de exocitose (por exemplo, de completa para kiss-
and-run), o que tem sido explorado como alvo terapéutico experimental para limitar a liberacdo de
mediadores inflamatérios na asma.

Em algumas formas de asma grave, ha evidéncias de que a exocitose composta esteja aumentada,
contribuindo para uma liberagdo massiva de mediadores.

O modelo das trés vias ainda é (til, especialmente para fins didaticos e descritivos. Mas hoje sabemos que:
e Ha regulacdo fina por proteinas especificas (Rabs, SNAREs, Munc13-4, etc.),

® A escolha da via de exocitose é dinamica e influenciavel por sinalizagdo celular, fosforilacdo de
proteinas, calcio intracelular e citocinas,

® Isso abre caminho para novos tratamentos para doengas alérgicas como a asma.

Publicacbes indicam que o monbmero da IgE
Mastocitos (auséncia de acoplamento em ligagdo cruzada)
pode tornar o mastécito resistente a apoptose
induzida pela privacao de fatores de crescimento in
vitro e, sob certas circunstancias, pode induzir a
liberagao de citocinas. Desta forma o acoplamento
da IgE ao FceRI pode influenciar a sobrevivéncia do
mastocito direta ou indiretamente, podendo
também regular a funcdo celular. A ligacao
monomeérica da IgE ao FceRI aumenta a expressao
do FceRI na superficie, a qual estd associada ao
aumento da sensibilidade ao estimulo antigénico e
ao aumento da producao de mediadores e citocinas

Ativado ap6s o acoplamento.>?

Dependendo das circunstancias, o acoplamento no
FceRI pode aumentar a sobrevida ou a proliferacdo dos mastocitos, promover a apoptose ou ndo ter
consequéncias na sobrevivéncia. As decisGes sobre a sobrevivéncia ou morte dos mastécitos sao
influenciadas por varios fatores enddégenos ou exdgenos. Os fatores enddgenos incluem as citocinas
secretadas pela propria célula, receptores de citocinas, moléculas de adesado, caspases, proteinas da familia
BCL-2, moléculas de sinalizagdo intracelular (proteinas e lipidios) e fatores de transcricdo.
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Figura 10 >> Vias de Ativacao Mediadas por FceRI (link).

O mediador mais conhecido dos mastdcitos € a histamina, que se encontra presente nos granulos em
concentragcbes de 100 nmol/l, equivalente a 1-4 pg por célula, dependendo do numero de granulos
presentes. A histamina participa na reagdo alérgica imediata, desenvolvendo vasodilatacdo com aumento
da permeabilidade vascular, contracdo da musculatura lisa bronquica e intestinal, e aumento da secrecao
de muco. Sua acdo é curta pois a histamina é rapidamente metabolizada em 1-2 minutos, sendo 70%
metabolizados pela histamina N-metiltransferase e 30% pela diamina oxidase (histaminase). Os efeitos da
histamina dependem do tipo de receptor encontrado nos tecidos: H1 - contracdo do musculo liso, H2 -
dilatagdo dos vasos sanguineos, H3 - inibicdo da liberacao da noradrenalina e H4 - pode estar envolvido na

patogénese da alergia e inflamacdo, ativando as células TH2 e TH17.°3

Na atualidade credita-se aos mastécitos um papel bastante relevante na orquestracdo das respostas
inflamatorias alérgicas pois, além do exposto, os mastécitos tanto em roedores como em humanos

expressam moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC),>*>® podendo ter participagdo
na apresentacdo de antigenos as células T secretando IL-4 e IL-13, podem manifestar potencial influéncia

na producdo de IgE pelos linfécitos B;>7:°8 e sdo também capazes de regular a diferenciagao celular

TH2.59:60 Os mastdcitos podem causar mudancas estruturais via produgdo de laminina, colageno IV e
ativacao de fibroblastos.

A ativacdo de mastdcitos pulmonares humanos libera um vasto arsenal de mediadores lipidicos pré-

formados e recentemente sintetizados, citocinas, quimiocinas, fatores angiogénicos e Iinfangiogénicos.‘51'62
(Tabela 1)

Tabela 1 - Mediadores Liberados pelos Mastocitos

Pré-formados

e Histamina
e Quimase e (B-triptase
e Carboxipeptidase A3 e Catepsina G

e Metaloproteinase de Matriz (MMPS)||® Granzima B

e Heparina e Condroitina Sulfato

Mediadores Lipidicos |

® Leucotrienos - LTCy, LTDy, LTE4 e Prostaglandina D, (PGD5)

® Tromboxanos e Fator de Ativagdo Plaquetaria (PAF)

| Citocinas \
e Fator de Célula Tronco (SCF) e Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a)

I. IL-1B, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 ”o IL-9, IL-10, IL-11, IL-13

e IL-16, IL-22, IL25/17E e Linfopoietina Estromal Timica (TSLP)

e Fator Estimulante de Colonias de||® Fator de Crescimento Endotelial
Granuldcitos e Macréfagos (GMCSF)  ||Vascular (VEGF)

e Fator de Crescimento de Fibroblastos-

e Fator de Crescimento Neural (NGF)

2 (FGF-2)
e Anfiregulina
Quimiocinas
e CXCL8/IL-8, CCL1/1-309 e CXCL10/IP-10
e CCL2/MCP-1 ® CXCL1/GRO-a

e CCL3/MIP-1a
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Fatores Angiogénicos

o VEGF-A

® Angiopoietinas (ANGPT1 e ANGPT2)||e VEGF-C, VEGF-D

Fatores Linfangiogénicos

e VEGF-C, VEGF-D

Neuromediadores

® Serotonina

® Substancia P

O lavado broncoalveolar, na fase precoce da asma,®® demonstra aumento das concentracdes
principalmente de triptase, histamina, LTC,4, LTD4, LTE4, PGD,, PGF, (9-a, 11-B) e tromboxane, todos
potentes broncoconstritores, e que determinam também aumento da permeabilidade vascular, aumento da

producao de muco e estimulagdao nervosa aferente.

Mastdcitos secretam ADN mitocondrial, com acdes estimulatérias autdcrinas e paracrinas. Como foi citado
acima, os mastdcitos liberam leucotrienos, prostaglandinas, fator de atividade plaquetaria, citocinas e
quimiocinas (CXCL8, CCL2 e CCL5).

O que até aqui foi descrito configura a resposta imediata que ocorre entre 10 e 15 minutos apds exposicao
ao antigeno e que geralmente se resolve em duas horas. Um segundo periodo de broncoconstricdo ocorre
em 30 a 70% dos pacientes e configura a resposta asmatica tardia, que se inicia 3 a 4 horas apds a

inalagao, podendo durar mais de 24 horas. (Figura 11)
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