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Asma Bronquica

Resposta Tardia da Asma

Eosinofilos

A célula numericamente predominante na inflamacéo inicial e
tardia da asma é o eosinéfilo (Figura 1). A associagao entre
eosindfilo e doencas alérgicas ja é conhecida a longa data,
embora até 1980 acreditava-se que estas células tivessem
acao antiinflamatéria. Este falso conceito mudou apés o
reconhecimento da alta toxicidade das proteinas contidas nos
granulos dos eosindfilos, para os helmintos, células de
mamiferos e para as células epiteliais do trato respiratorio.
Na atualidade os eosinodfilos sdo considerados células pro-
inflamatérias que medeiam as manifestacfes das doencas

- alérgicas, incluindo-se a asma.

Estas células, que modulam as respostas inflamatodrias

alérgicas, sdo capazes de sintetizar mais de 28 substancias, cujos mRNAs e proteinas, ja foram totalmente identificados.
Dentre estas, incluem-se as interleucinas, as quimiocinas e os fatores de crescimento (Tabela 1), que modulam a
resposta imune. Os eosindfilos sdo células capazes de estocar a maioria destas substancias em seus granulos cristaléides e
em pequenas vesiculas secretorias, liberando-as rapidamente no meio circundante apés serem recrutados e estimulados.

Tabela 1 — Citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento sintetizados pelos eosinoéfilos

IL-3, IL-5 e GM-CSF produzem maior diferenciacdo eosinofilica, prolongam sua sobrevida, favorecem sua adesao,
quimiotaxia e ativacdo, determinando uma autoperpetuacao da infiltragdo inflamatéria eosinofilica. Como os mastécitos, os
eosinofilos secretam mediadores lipidicos PAF, LTC,4, 15-HETE, prostaglandinas (PGE;, PGE,) e tromboxane B..

Os eosinofilos sdo formados na medula dssea, sendo a célula precursora a mesma dos basoéfilos e ja no inicio de seu
desenvolvimento também expressam o antigeno CD34+. Estas células CD34+ (células progenitoras pluripotentes)
inicialmente sob acgéo da IL-3, IL-5 e GM-CSF vao se diferenciando. A IL-5 é importante na estimulacdo da
eosinofilopoese; regula a expressado isoforma transmembrana de seu préprio receptor; promove a diferenciacdo final dos
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precursores mieldides em eosindfilos e a sua maturagdo que dura aproximadamente cinco dias (1). Apos deixar a medula
6ssea, os eosindfilos circulam brevemente (meia-vida de 3 a 8 horas) na corrente sangiiinea, e entdo migram para varios
tecidos, onde ap6s varios dias sdo destruidos pelos macréfagos.

O eosindfilo humano tipico apresenta de 12 a 17 mm de didmetro, com um nucleo bilobado, sem nucléolo, ocupado
parcialmente por cromatina, mitocéndrias, microtubos, corpusculos lipidicos (principal depdésito de acido araquidbnico),
reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi e granulos citoplasmaticos intactos. Estes granulos, trés ou quatro tipos, sdo
identificados por microscopia eletrdnica:

a) grandes, densos, esféricos, também chamados de “especificos” ou “secundarios”, possuem a microscopia eletrénica um
nucleo central cristalino-denso, circundado por substancia menos densa. O nucleo cristalino é constituido pela proteina
béasica maior (MBP), enquanto que a matriz é constituida pela proteina catidénica eosinofilica (ECP), peroxidase eosinofilica
(EPO), proteina X eosinofilica (EPX) e neurotoxina derivada do eosinéfilo (EDN) (Figura 7). Estas quatro proteinas tém
avidez por corantes acidos -
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b) grandes e médios no
tamanho, densos, esféricos,
sem nucleo cristalino denso,
também chamados de granulos
“primarios” os quais contém
outra proteina chamada
lisofosfolipase que forma os
chamados cristais bipiramidais
hexagonais de Charcot-Leyden
encontrados no escarro de
asmaticos;

c) granulos pequenos e densos
“pequenos granulos”; e

d) estruturas vesicotubulares também chamadas de microgranulos e que funcionam como unidades estruturais da célula.

Pacientes com doencas que cursam com eosinofilia, como a asma, possuem duas popula¢gdes de eosindfilos no sangue
periférico que podem ser distinguidas de acordo com a sua densidade em “normodensos” e “hipodensos”. Em individuos
normais 90% dos eosindfilos sdo do tipo normodenso. Na asma o percentual médio de eosinéfilos hipodensos varia entre
35 e 65%, enquanto que em outras sindromes hipereosinofilicas este valor pode ser superior a 80% (1). No sangue de
pacientes com asma, os eosindfilos hipodensos secretam maior quantidade de LTC, do que os normodensos (2). O teste
de provocagéo brénquica com antigenos aumenta o percentual de eosindéfilos hipodensos no sangue periférico de pacientes
com asma, tanto na resposta imediata como na tardia (3).

Os mecanismos de sintese e diferenciacdo quanto a densidade dos eosindéfilos ainda ndo sdo conhecidos. Varias hipoteses
para explicar a significagdo do eosindfilo hipodenso foram propostas: 1) células mais maduras e metabolicamente mais
ativas que os normodensos, com consumo aumentado de oxigénio e capacidade aumentada de gerar anion superoxido; 2)
uma célula imatura; 3) uma linhagem distinta de eosindfilos; 4) uma combinacao das trés possibilidades prévias. Os dados
disponiveis até o momento favorecem a primeira hipotese.

Para cada eosindfilo na circulagdo existem de 100 a 300 eosindfilos nos tecidos. Sao distribuidos em varios 6rgéos, pele,
glandulas mamarias, Utero, vagina e preferencialmente em tecidos com interface aérea, como tubo gastrintestinal, e trato
respiratério. A IL-5 aumenta a permanéncia dos eosinéfilos no sangue periférico, a sua adesdo as células endoteliais
vasculares, promove a migracdo dos eosinoéfilos do sangue para os tecidos, aumenta a sobrevida (longevidade) nos
tecidos e sua atividade citotéxica.




Os eosinodfilos também possuem receptores FceRI, porém nestas células sdo quase que de localizacdo inteiramente
intracelular. Ainda néo foi esclarecido se estes receptores apresentam alguma funcdo na mediacdo da degranulacdo nas
doencas alérgicas.

A fisiopatologia dos eosinéfilos na inflamacgéo das vias aéreas depende de interacdes especificas celulares com o estimulo,
citocinas e agentes exdgenos. O rapido avango nos conhecimentos da estrutura celular e da biologia molecular do
eosindfilo comecga a elucidar as vérias vias da sinalizagcdo transmembrana que transmitem informacgdes de fora para o
interior da célula através da interacdo agonista-receptor. Acredita-se que a participagcdo do eosindéfilo na inflamacgéo seja
regulada por multiplos mediadores no préprio local da reacao inflamatéria. A participacdo funcional dos eosinéfilos pode
ser iniciada por interagfes entre a superficie celular com ligantes particulados e sollveis. A unido destes agonistas com 0s
receptores especificos de superficie dos eosinoéfilos inicia uma cascata de sinais transmembrana que resultam na ativagédo
do eosindfilo, incluindo a exocitose dos granulos e geracdo de metabdlitos do oxigénio. Como os neutrofilos, os eosinéfilos
apresentam multiplas vias de sinalizacdo para sua ativacao funcional. Interagdes ligante-receptor podem ativar as
proteinas G, a adenilciclase, o metabolismo fosfolipidico, a fosforilagdo protéica (serina/treonina ou tirosina), os fluxos [Ca
2+ ];, os fatores de transcri¢do nuclear e as mudancas de pH nos eosindfilos. Mdltiplas vias s&o frequentemente ativadas
por uma Unica interacéo receptor-ligante.

Os granulos especificos secundarios quando ativados liberam proteinas que séo citotdxicas e importantes no mecanismo
do dano tecidual. Andlises por microscopia eletrénica, evidenciam ruptura da membrana plasmatica com extravasamento
do conteudo citoplasmatico (4-8). A MBP responde por 50% das proteinas dos granulos secundarios. Em baixas doses a
MBP causa esfoliacdo de células epiteliais e distlrbios na fungéo ciliar por perda da ATPase axonemal e mudancas na
secrecao de agua e cloretos (4). Em altas concentracfes, tem alta capacidade destrutiva do epitélio expondo a camada
basal. Através da técnica de imunofluorescéncia constata-se a deposicdo de MBP nos locais de dano epitelial (6). A MBP
causa contracdo da musculatura lisa peribrénquica, aumenta a hiper-responsividade brénquica e reduz a atividade e
freqléncia dos batimentos ciliares. Existem evidéncias de que seletivamente blogueie os receptores colinérgicos subtipo
M2 nas terminacgBes nervosas das vias aéreas, diminuindo a liberacdo de acetilcolina. A MBP através deste bloqueio, pode
aumentar a broncoconstricdo mediada pelo vago, contribuindo para aumentar ainda a sensibilidade colinérgica na asma
(9). A MBP pode também induzir mastdcitos e baséfilos a liberarem histamina.

A ECP tem acao semelhante a MBP, enquanto que a EPO, em baixas concentracdes, causa cilioestase e esfoliacao epitelial.
Estudos tém demonstrado que MBP, ECP e EPO induzem a uma estimulagéo nao citolitica da histamina tanto em basoéfilos
como em mastdcitos. Como dado adicional, citamos que a ECP e EDN sao ribonucleases (10,11).

Os cristais de Charcot-Leyden (CCL) produzidos nos granulos primarios sao cristais hexagonais bipiramidais que possuem
atividade lisofosfolipase, sendo encontrados em associacdo com eosinofilia de fluidos organicos ou tecidos. O papel da
lisofosfolipase ainda né&o foi esclarecido, porém parece proteger as células dos efeitos liticos dos lisofosfolipidios gerados
no sitio da inflamag&do. Podem também destruir o surfactante e alterar as propriedades de tensdo de superficie,
favorecendo atelectasias.

O principal metabdlito do acido araquidénico nos eosindfilos é o leucotrieno LTC, (acido5[S]-hidroxi-6[R]-glutationil-7,9-
trans -11,14- cis -eicosatetraendico). O LTC,, através de um transporte transmembrana especifico, deixa o eosindfilo e no
espaco extracelular serve como substrato para a glutamil transpeptidase, que fragmenta o acido glutamico pela metade,
por clivagem em sua cadeia peptidica, para formar o LTD, (acido 5[S]-hidroxi-6[R]-cisteinil-glicil-7,9 trans- 11,14- cis-
eicosatetraendico). O LTD, é processado pela remoc¢do da metade glicina da cadeia peptidica para formar o LTE, (4cido5
[S]-hidroxi-6[R]-cisteinil-7,9- trans -11,14- cis -eicosatetraendico). Os eosindfilos produzem uma grande quantidade de
LTC4 e uma pequena de LTB,, ao contrario dos neutréfilos, que produzem grandes quantidades de LTB, e pequenas

quantidades de LTC,4. Varias enzimas que participam do metabolismo do acido araquiddnico estéo localizadas nos
chamados corpusculos lipidicos, encontrados no citoplasma de eosinéfilos ativados. Os LTs na asma participam na
contracdo da musculatura lisa brénquica, promovem a producdo de muco, a descamacado do epitélio brénquico e a reducao
do transporte mucociliar, alteram a permeabilidade vascular favorecendo ao edema e a inflamagé&o eosinofilica, aumentam
a expressao de moléculas de adesdo no endotélio vascular, favorecendo a marginacgao leucocitaria e causam quimiotaxia
especifica (LTD,) para os eosindfilos.




Os eosinoéfilos podem ampliar a cascata inflamatdria produzindo agentes quimiotaxicos, como RANTES, eotaxinas (-1, -2, -
3), MCP-4 e PAF, que aceleram a mobilizacdo de novos eosindfilos e seus precursores para a circulagdo. Os niveis de
RANTES, um produto das células T ativadas, encontram-se elevados nas vias aéreas de asmaticos atopicos e nao-
atopicos, promovendo a infiltracdo de eosindfilos e células T. A expressdo da RANTES tem sido localizada, no musculo liso
brénquico, nos eosindfilos e células T da submucosa. A eotaxina, uma quimiocina da familia CC, é descrita como um
agente quimiotaxico especifico para eosinofilos. Apds provocacéo alergénica, a expressao da eotaxina correlaciona-se com
0 numero total de eosindfilos e de eosindfilos ativados, bem como com o nivel de obstrucdo das vias aéreas de pacientes
com asma. A MCP-4 é outra quimiocina que tem sido identificada nas vias aéreas, atuando em paralelo com a eotaxina em
termos de recrutamento de eosindfilos. Os eosindfilos mantém altos niveis de éter fosfolipidico (a forma estocada
precursora do PAF) e produzem o PAF através da acetilagédo utilizando a enzima 1-alcalil-liso-sn-glicerol-3 fosfocolina:
acetil-CoA acetil transferase. O PAF é um dos mais potentes agentes seletivos de quimiotaxia para os eosinéfilos, sendo
mais potente que a histamina e o LTB,. Quando liberado por eosinéfilos no sitio da inflamag¢éo o PAF pode co-estimular a
quimiotaxia para eosinofilos.

In vitro diversas substancias tém sido capazes de prolongar a sobrevida dos eosinéfilos (antagonizam a apoptose) e
estimular a degranulacéo, dentre elas a IL-3, IL-5, GM-CSF e complexos de imunoglobulinas. Recrutados na circula¢do, os
eosinoéfilos maduros na presenca de citocinas (IL-3, IL-5 e GM-CSF) mudam seu fendtipo para eosindfilos hipodensos, os
quais apresentam maior tempo de sobrevida no tecido brénquico, retardando a apoptose por 7 a 14 dias (12-14). Estudos
mais recentes (15), através de lavado bronco-alveolar em asmaticos sintomaticos, apontam o GM-CSF como a citocina
mais importante na sobrevida do eosindfilo, retardando a apoptose. Acredita-se que o GM-CSF seja sintetizado
predominantemente pelo epitélio brénquico (16), ao nivel da membrana basal, penetrando na luz brénquica mais
facilmente que a IL-5, que é sintetizada na lamina prépria, abaixo da membrana basal. A IL-5 pode ter influéncia na
sobrevida do eosindfilo principalmente na lamina prépria, enquanto que o GM-CSF atuaria no epitélio e luz brénquicos. O
GM-CSF ativado do macroéfago alveolar, obtido de pacientes com asma, é capaz de aumentar a fagocitose e a producao
pelos eosindfilos de LTC,4, de superoxidos, a atividade citotoxica e a degranulagéo induzida por imunoglobulinas (17,18).
Os eosindfilos participam ainda das alteraces estruturais cronicas das vias aéreas (remodelamento), possivelmente
através da elaboracao de citocinas pro-fibréticas como TGF- (19) e metaloproteinase.

Nos ultimos dois anos novas citocinas foram identificadas nos eosinéfilos, como a IL-9, a IL-11 e o leukaemia inhibitory
factor (LIF) e o interferon-y (20). A IL-9 tem sido implicada como um componente importante nas doencas atopicas, pela
sua capacidade de estimular a proliferacdo de células T, a producédo de IgE e a proliferagdo e diferenciacdo de células
hematopoiéticas primitivas precursoras (21,22). A expressado da IL-11 mRNA em eosindfilos foi obtida em bidpsias
brénquicas de asmaticos atépicos e sugere um papel dos eosinéfilos no remodelamento das vias aéreas (23). Tanto os
eosindfilos de asmaticos atdpicos como os de ndo-atépicos expressam o LIF que, similarmente ao nerve growth factor
(NGF) , é capaz de induzir a liberagdo da EPO (24). A recente descrigdo da sintese de IFN-y mRNA e proteina pelos
eosindfilos é até certo ponto intrigante e controverso, pois os eosinoéfilos secretam predominantemente citocinas tipo TH2
(25). Estes autores propdem que os eosindfilos, como as células T, podem expressar citocinas tipo TH1 e TH2 , embora
outros pesquisadores tenham tido dificuldades em reproduzir estes resultados. Estes achados requerem novas
investigacdes experimentais para confirmar a expresséo de citocinas do tipo TH1 pelos eosinéfilos e a potencial
participacdo no contexto da inflamacao alérgica.
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