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Asma Bronquica

Resposta Tardia da Asma

Linfocitos

Os linfécitos contribuem para a imunopatologia da asma, sobretudo através das células TH2, que

sintetizam citocinas que participam do processo da elaboragdo da IgE, maturagéo e ativagcdo de mastécitos

e basdfilos, assim como pela infiltragdo eosinofilica mediada via IL-5, determinando dano epitelial e
hiper-responsividade brénquica. Alguns estudos também demonstraram citocinas dos linfécitos TH1 no soro e
no lavado broncoalveolar de pacientes com asma, especialmente durante as exacerbac¢des da doenca, embora
a grande maioria dos estudos evidencie predominio de citocinas TH2.

O trafego dos linfécitos nos pulmdes ocorre continuamente através de dois sistemas funcionalmente distintos: o
BALT (bronchus-associated lymphoid tissue) onde os antigenos inicialmente penetram no sistema e iniciam

a resposta imune e o restante do parénquima pulmonar onde células diferenciadas T e B de memodria, que

se desenvolveram nos foliculos secundarios, transitam para interagir com os antigenos. O aumento nos linfécitos T
de memodria apds provocacao antigénica pode ser consequéncia de uma proliferacao local ou migracao do BALT e
de linfonodos que drenam o parénquima regional pulmonar.

Os linfécitos apresentam uma participacdo muito importante
na asma. Representam 20-40% das células brancas
sanguineas circulantes e 99% das células na linfa. S&o
células redondas, menores que os outros elementos do
sangue, com um grande nucleo e fino citoplasma com a forma
de rim (Figura 1). Dividem-se em linfécitos T, linfocitos B e
células nulas. Todos os trés tipos sdo pequenos, moveis,
nao fagocitam e nao podem ser distinguidos morfologicamente
um dos outros. Os linfécitos antes de interagirem com
antigenos sdo chamados de precursores ou naives. Uma vez estimulados (por citocinas apropriadas/sinais
celulares) sofrem um ciclo de altera¢des e posteriormente se diferenciam em células efetoras ou de
memoria (plasmaocitos, células TH helper ou auxiliares e TC cytotoxic ou supressoras).

Diferentes linhagens ou diferentes estagios de maturagédo dos linfécitos podem ser caracterizados através

da expressédo de moléculas da membrana, reconhecidas por anticorpos monoclonais especificos. Estas moléculas
sdo chamadas de moléculas CD (cluster of differentiation), sendo contabilizadas atualmente mais de 150 tipos.
As células nulas constituem um pequeno grupo de linfécitos do sangue periférico, ndo expressam moléculas

de membrana Ig ou receptores de células T (TCR) ou moléculas tipicas CD.

Uma populagéo funcional dos linfécitos que representa 5-10% dos linfécitos do sangue periférico € composta
por células que derivam de grandes linfécitos granulares e sdo denominadas células NK (natural killer cells).
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Dentre os leucdcitos, somente os linfécitos T sdo capazes de iniciar respostas imunes apos o reconhecimento

de antigenos externos através de receptores antigeno-especificos, exercendo também funcfes como

células apresentadoras de antigenos (APCs). Na atualidade ja existe consideravel conhecimento para a aceitacdo
da hipoétese de que a asma represente uma forma especializada de imunidade celular-mediada, na qual citocinas
e possivelmente outros mediadores secretados e ativados pelos linfécitos T, promovam acumulacédo especifica

e ativacao de eosindfilos na mucosa brénquica.

Nos brénquios, tanto de pacientes com asma atdpica como na nao-atopica, tém sido encontrados linfécitos

T auxiliares ativados, que expressam o receptor IL-2 (CD25+) em sua superficie (1-3). O namero de

linfocitos ativados correlaciona-se com a gravidade da doenca, com o numero de eosindfilos ativados, com o valor
do PFE (4) e com a concentra¢do de metacolina necessaria para produzir queda de 20% no VEF; (PCyq).

Os linfécitos ativados sdo células muito importantes na resposta imune, coordenando e amplificando a

atividade efetora antigeno-especifica e ndo-especifica de células inflamatdrias, como os linfocitos B e os
eosinofilos. Os linfocitos T dividem-se em duas categorias distintas de acordo com os marcadores de superficie

e atividade. Os que expressam o antigeno CD4+ participam principalmente da imunidade humoral e sdo chamados
de T auxiliares, incitando a producéo de IgE e 1gG4, enquanto que 0s que expressam o0 antigeno CD8+ sdo
chamados de T supressores, participam da resposta imune celular e sintese de 1gG2a e interagem com o
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe I.

As células T representam a grande maioria dos linfocitos encontrados no trato respiratério de individuos normais.
Sao encontrados nas vias aéreas, no epitélio alveolar e no intersticio. Aproximadamente 1 X 106 linfdcitos

séo recolhidos quando de lavado bronco-alveolar em individuos normais. Sao geralmente células T de

memaoria CD54R0 que co-expressam o receptor de célula T a/f3 (TCR). Por outro lado, apenas um pequeno
ndmero de células normais pulmonares (5%) se coram com o anticorpo monoclonal TCR51 que reconhece o
epitopo comum da cadeia 6 expresso por todas células TCR y/d.

Os linfécitos T apresentam papel essencial na iniciacéo e regulacdo das respostas inflamatoérias, pois ajudam a
ativar as respostas de outras células, através da secrecdo de uma variedade de mediadores locais,
coletivamente denominados de citocinas. O termo citocina inclui linfocinas e monocinas, palavras pouco usadas
na atualidade. As citocinas sao proteinas de baixo peso molecular e funcionam como moléculas mensageiras

do sistema imunolégico. Em geral atuam localmente, em tecidos contiguos, de forma gradiente-dependente.
Podem apresentar atividade sistémica como agentes enddcrinos. S8o secretadas por uma variedade de células

e atuam sobre outras células, ligando-se a receptores de citocinas. Esta ligagdo de alta afinidade entre a citocina
e seu receptor permite que pequenas quantidades da substancia apresentem acao potente. Quando a citocina liga-
se ao receptor, ele emite sinais intracelulares (sinais de transduc¢&o) que conduzem a especificas modificacbes
na expressdo de genes. Muitas das citocinas sdo designadas de interleucinas (IL) e atuam na comunicacdo entre
os leucécitos.

As citocinas produzidas pelos linfécitos T, mais de 20, tém participacdo importante na resposta inflamatoria
cronica da asma. Atuam em receptores especificos de células-alvo, transmitindo sinais que determinam
ativacao, proliferagcdo, quimiotaxia, imunomodulagao, ativacdo de outras citocinas ou mediadores, crescimento
e diferenciacao celular e apoptose. Apresentam também participacdo na regulacdo da expressao de moléculas
de adeséao, tanto nas células endoteliais da circulagdo brénquica como nas células epiteliais. Os linfécitos
possuem vida longa e memaria imunolégica e também podem ser ativados por antigenos especificos.

Sua importancia na doencga € sugerida pelo aumento de CD4+ ativados encontrados no lavado bronco-alveolar,
em bidpsias brénquicas e no sangue periférico.
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Os linfocitos T CD4+ auxiliares
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com antigenos (Figura 2). O

linfécito THO naive produz primariamente a IL-2, entretanto, pode também sintetizar citocinas caracteristicas

das células TH1 e TH2. O fator determinante da diferenciacdo dos precursores do linfécito CD4+ em TH1 e TH2
ainda néo é conhecido, porém acredita-se que possa estar relacionado a agdo de citocinas do ambiente
circundante do linfécito, especialmente a IL-4, IL-6, IL-12 e IFN-y, que influenciam intensamente as células T
antes que ocorra a clonagem de diferenciagdo em células TH. Apds estimulacdo dos linfocitos THO, estas

células sofrem diferenciagdo e de acordo com as citocinas do meio, comegcam a produzir um perfil particular

de citocinas. Na presenca de IL-12 ou IFN-y estas células sdo induzidas a secretar citocinas tipo TH1 como o IFN-y
e a IL-2. Por outro lado, a presenca de IL-4 no meio circundante, proveniente de fontes como mastocitos,
basdfilos, células T CD4+ NK1.1 e do proprio TH naive (auto-regulando a propria producgédo), estimula as células
THO a desenvolver um padrao TH2 com expressao de citocinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13 e IL-

25. Embora ambos os subtipos de linfécitos secretem IL-3, TNF-a e GM-CSF, o TH1 produz preferencialmente a IL-
2, que estimula a proliferagao de células T, o TNF-B e o interferon gama (IFN- y) que inibe a ativacdo do linfécito B
e a sintese de IgE. Estas citocinas sdo responsaveis pelo desenvolvimento da classica reacado tardia

de hipersensibilidade (tipo 1V), importante na imunidade celular (ativagdo de macréfagos e linfocitos T
supressores) contra patdégenos intracelulares.

Mais recentemente, demonstrou-se que as células T produzem citocinas que ndo sao classificadas como pelo
exposto acima, em linfécitos TH1 ou TH2. A interleucina-17 esta entre estas citocinas e as células T

que preferencialmente produzem a IL-17, porém néao o interferon-y ou a interleucina-4, foram nomeadas de
células TH17. Desde que estas células se constituem em uma distinta linhagem, agora dispomos de trés tipos
de células T auxiliares efetoras: TH1, TH2 e TH17. O mecaniso de inducdo e funcdes efetoras deste novo tipo

de célula T ainda ndo sdo bem compreendidas. Sua funcéo é a de "liquidar" organismos infecciosos, sendo que a
sua participacdo na inducdo da inflamacé&o e os eventos moleculares que determinam sua diferenciacdo sdo foco
de importantes estudos na imunologia. Como as células TH1 e TH2, as células TH17 produzem um grupo de
citocinas distintas - interleucina-17 (também chamada de 1I-17A), interleucina-17F, interleucina-22 e
interleucina-21,- todas particpantes da orquestracdo de determinado tipo especifico de resposta inflamatéria.

As principais a¢0es das interleucinas relacionadas as células TH2 na asma séo:

IL-3 - A IL-3 estimula o desenvolvimento de mastdcitos nos tecidos. Atua na diferenciacéo e ativacao de
eosindfilos hipodensos, neutrdfilos, basofilos e mastécitos. Prolonga a sobrevida de eosinéfilos. A maior fonte de IL-
3 é o linfécito T porém, na inflamacéo alérgica, também é sintetizada por eosinéfilos e mastocitos.

IL-4 - Os efeitos bioldgicos proeminentes da IL-4 na asma sao exercidos através de sua ligagdo aos seus
receptores (IL-4R), expressos na superficie de varias células. O receptor IL-4 é um heterodimero, consistindo

na ligacdo da IL-4 com a cadeia alfa do receptor IL-4 (IL-4Ra) e com uma segunda cadeia que pode ser a

yc (compartilhada em comum com os receptores para IL-2, IL-7, IL-9 e IL-15) ou o IL-13Ra (5,6). Um aumento
da expressao IL-4Ra é encontrado no epitélio e subepitélio das vias aéreas de pacientes com asma.
Polimorfismos dos genes IL-4 e IL-4Ra relacionam-se com a gravidade da asma.
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A IL-4 apresenta multipla e relevante participacdo na fisiopatologia da asma, mencionando-se:

1 modulacdo no crescimento, na diferenciacdo e na degranulagcdo dos mastocitos;

2 regulacdo da sintese de IgE pelos linfécitos B;

3 diferenciacdo/proliferacdo das células TH2;

4 inibicdo do desenvolvimento TH1;

5 upregulation da FceRI1l e a atuagdo na expressdo antigénica do complexo maior de
histocompatibilidade Il (MHC classe 11) sobre as células apresentadoras de antigenos (APCs);

6 upregulation da expressdo da molécula-1 de adesédo vascular (VCAM-1);

7 downregulation da expressdo da molécula-1 de adesao endotelial intercelular (ICAM-1);

8 downregulation da producédo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-1R) e quimiocinas (IL-8);

9 em associacdo com a IL-3 promove o crescimento de basodfilos e eosindfilos;

10 quimiotaxia e ativacdo de fibroblastos (remodelamento) e;

11 estimulagao das células produtoras de muco e fibroblastos, tendo implicacdes na patogénese do
remodelamento das vias aéreas.

Estudos efetuados através de bidpsia bronquica evidenciaram ao nivel do epitélio e subepitélio, o aumento

na expressédo da IL-4, tanto sob a forma protéica como sob a forma mRNA, em pacientes com asma atépica e
néo-atodpica, o que nao foi demonstrado em controles ndo-asmaticos (7-9). A IL-4 parece ser um pré-requisito
para que os linfocitos T iniciem a producgao da IL-5.

IL-5 - A IL-5 é o determinante primario da diferenciacdo, recrutamento, ativacdo, adesao e sobrevida

dos eosindfilos, bloqueando sua apoptose (10,11). Em condi¢des alérgicas atua como uma eosinofilopoetina.

A administracdo exdgena de IL-5 ocasiona eosinofilia em uma variedade de modelos in vivo. Por outro lado,

a expressdo da IL-5mRNA correlaciona-se com os indices clinicos de gravidade da asma (12,13). Outros
trabalhos, através de biopsias bronquicas, comprovaram que a expressao do receptor IL-5 é restrita

praticamente aos eosindfilos (> 90%), enquanto que a expressdo IL-5Ra na membrana celular correlaciona-

se inversamente com o VEF; basal, ao passo que a expressédo do IL-5Ra soluvel (sIL-5Ra), com acdo antagbnica a

IL-5, correlaciona-se positivamente com o VEF; (14). Em ratos transgénicos a expressdo aumentada de IL-5

no epitélio respiratério resulta em maior hiper-responsividade brénquica. A IL-5 promove o acimulo de
eosinofilos nas doencas alérgicas inflamatdrias através da upregulation de respostas de quimiocinas e integrinas
048> nos eosinéfilos, promovendo desta forma sua aderéncia a VCAM-1 expressa nas células endoteliais

e subsequente migragéo transendotelial.
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IL-6 - A IL-6 estimula a proliferacdo de timdcitos e linfécitos T, upregulate a producéo de IgE dependente da IL-4
e 14, medeia a diferenciacdo de células B (15). Niveis de IL-6 estdo aumentados no escarro e na circulagdo
sistémica de pacientes com asma severa. A IL-6 pode ser uma das responsaveis pelo aumento dos niveis
circulantes de proteina C reativa nestes pacientes.

IL-8 - A IL-8 determina ativacdo e quimiotactismo para neutrofilos e fraca quimiotaxia para eosinéfilos. Ratos
knock-out para receptor IL-8 apresentam reducado na hiper-responsividade brénquica (16).

IL-9 - A IL-9 antigamente denominada de fator de crescimento das células T passou a apresentar grande
interesse por induzir producédo preferencial de células T do tipo TH2. Esta citocina estimula a proliferacdo de células
T ativadas e aumenta a producao de IgE pelas células B através de um sinergismo com a IL-4. A IL-9 promove

a proliferagéo e diferenciacdo dos mastdcitos e de células hematopoiéticas precursoras. Apresenta outras acoes

na inflamacao alérgica como a inducdo da expressao da eotaxina, dos receptores IL-5 e receptor 4 para
quimiocina. Em sinergismo com a IL-5 estimula a diferenciacdo e sobrevida dos eosinéfilos. Induz a expressao

das quimiocinas e mucina nas células epiteliais bronquicas. A IL-9 pode ainda mediar seus efeitos nas vias

aéreas pela abilidade que apresenta de induzir a agdo da IL-13.

IL-11 - A IL-11 favorece a polarizagdo TH2 a partir da célula T naive (17). Desta forma, a IL-11 pode
estar associada a respostas TH2 e a reparacédo cronica e remodelamento das vias aéreas.

IL-13 - Um aumento na expressédo de IL-13 tem sido

IL-13 descrita tanto na asma atépica como na nao-atépica,
+ apos provocagao antigénica. A IL-13 apresenta
muitas similaridades biolégicas e bioguimicas com a IL-4.

cademll I| cadeia Cadg|a |r'| cadeia Ambas tém atividades bioldégicas muito parecidas, em
IL-4Ra | Ve IL""R”‘ IL-13Ra % decorréncia da estrutura de seus receptores. O receptor da IL-
' ' ' 13 consiste nas cadeias IL-13Ra 1 ou a 2 que se ligam a IL-
' l-',b C | ||§_] 13, apresentando ainda, uma cadeia IL-4Ra. A IL-4
. __II-—_- fl_:} pode, portanto, ligar-se a ambos os receptores (IL-4 e IL-
= - o |
|

13) através da cadeia IL-4Ra, enquanto que a IL-13 liga-
se somente ao seu proéprio receptor (Figura 3). A IL-13 atua
na regulagdo da resposta imune. Induz a expressdo CD23 nos linfécitos B, agindo como a IL-4 na sintese de IgE

e prolongando a sobrevivéncia dos mastocitos nos tecidos. A IL-13 promove o recrutamento seletivo de
eosinodfilos através do aumento da expressdo VCAM-1 no endotélio vascular e inibe a IL-12 e o IFN-a que
promovem normalmente resposta TH1. A IL-13 apresenta ainda importante papel na secre¢cdo de muco
(metaplasia) e hiper-responsividade do musculo liso das vias aéreas. IL-4 e IL-13 podem ainda atuar como
co-mitogens para a proliferacdo de células B, prolongando a sobrevida de células T e B em cultura, regulando
a fisiologia vascular tecidual e induzindo a producédo de quimiocinas importantes (p. ex. CCR2) para o
recrutamento de células que participam das respostas alérgicas imunes. A IL-13 estimula a elaboracgéo de
enzimas proteoliticas chamadas matrix-metaloproteinases (MMP-9, MMP-12) que apresentam importante papel
na resposta inflamatdria do paciente com asma. As multiplas func¢des da IL-4 e IL-13 decorrem da habilidade
que ambas apresentam em ativar varias vias de sinalizacao de transduc¢ao dentro da célula. A IL-13 participa
do remodelamento brénquico, através da estimulacdo da producéo e ativacéo de citocinas fibrogéncias como a
TGF-B;.

IL-17 - E uma citocina do linfécito Th-17 com caracteristicas de quimiotactismo (18), capaz de induzir a producéo
de citocinas pro-inflamatorias (inclusive o GM-CSF) pelos fibroblastos (19). A IL-17 libera IL-8, GRO-a e TNF-a
das células epiteliais e € uma das responsaveis pela orquestracao da inflamacao neutrofilica da asma. A IL-

17 estimula as células epiteliais in vitro a liberarem o fator ativador dos neutrofilos IL-6. O efeito da IL-17 na IL-6
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e na IL-8 é em parte mediado via MAP (mitogen-activated protein) quinase.

IL-25 - A IL-25 é uma citocina recém descrita, atuando na diferenciacdo TH2, com homologia a IL-17, induzindo
as células T de murideos a secretar IL-4, IL-5 e IL-13. A transferéncia adenoviral de IL-25 para pulmdes de
ratos, causa inflamacé&o eosinofilica, danos epiteliais, hipersecre¢cdo de muco e hiper-responsividade brénquica (20).

Todas estas citocinas (exceto a IL-25) apresentam elevada expressdo nas vias aéreas de pacientes com
asma, quando comparado aos niveis de controles voluntarios ndo-asmaticos, sendo a IL-11 detectada
principalmente em pacientes com asma grave, na qual acredita-se, possa atuar no remodelamento (21-24).

Recentemente, certos linfocitos CD4+ que produzem altos niveis de TGF-B com véarias quantidades de IL-4 e IL-
10 tém sido bem caracterizados como um subtipo, recebendo a denominacdo de TH3 (25). Sao células,
entretanto, que ndo participam da inflamacgéo alérgica.

Os linfécitos T CD8+ supressores (cytotoxic) podem também ser classificados em funcdo do perfil de suas

citocinas em TC1 e TC2. Ao contrario das células T CD4+, as células T CD8+ interagem com o complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) classe 1. As células TC2 tém sido responsabilizadas também pelas reacdes

de hipersensibilidade tardia na asma, enquanto que as células TC1 podem estar envolvidas na dermatite de contato
e auto-imunidade.

Como exposto, os linfocitos TH2 apresentam importante papel na orquestracao da resposta inflamatéria associada
a asma, sendo que recentemente avangamos nosso conhecimento a cerca dos fatores de transcricéo,
moléculas sinalizadoras, citocinas e sinais de transducdo responsaveis pelo desenvolvimento destas células.

Na atualidade, estudos sao efetuados visando compreender o que direciona um linfocito para uma resposta TH1
ou TH2. Podem ser citadas:

A interacao da afinidade do antigeno-peptidio com o receptor de células T (TCR) pode determinar esta resposta.
Uma interagdo do antigeno-peptidio de alta afinidade/TCR promoveria resposta TH1, enquanto que uma

interagcdo antigeno-peptidio de baixa afinidade/TCR geraria uma resposta TH2. A interagdo entre antigeno de
fraca afinidade e TCR n&o recruta CD45 e CD4+ para o complexo TCR e isto pode resultar na expresséo de
moléculas de sinalizagdo que promovem respostas TH2 e /ou inibir respostas TH1, o que normalmente ocorre com
a interagcdo antigeno-peptidio de alta afinidade/TCR.

A diferenciacédo de linfécitos TH é regulada, em particular, pela STAT 4 e STAT 6. A STAT 6 é um dos sete
membros da familia de fatores de transcricdo Janus Kinase STAT (signal transducers and activators of
transcription) que é ativado pela IL-4. Estudos comparando linfocitos precursores (naives) com linfécitos
deficientes em STAT 4, deficientes em STAT 6 e linfocitos deficientes em ambos (STAT 4 e STAT 6) apdiam

um modelo de diferenciacdo de células TH na qual a geracdo de células TH2 requer STAT 6, enquanto que uma

via STAT 4 existe para desenvolvimento de células TH1 (26). Ratos STAT 6 knock-out ndo apresentam resposta a
IL-4, ndo desenvolvem células TH2 em resposta a IL-4, ndo produzem IgE ou hiper-responsividade brénquica (27).

A STAT 4 é ativada apenas em resposta a citocina IL-12. O desenvolvimento de células TH1 em resposta a IL-
12 esta prejudicado no rato deficiente em STAT 4. A IL-12-ativada aumenta a produc¢ado de INF-y, a
proliferacdo celular, sendo a citotoxicidade (natural-killer) suprimida em linfécitos de ratos deficientes em STAT
4. Além disso, linfécitos STAT 4 deficientes demonstram uma propensédo para o desenvolvimento de células
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TH2. Estes estudos revelam que STAT 4 é essencial na mediacado de respostas da IL-12 em linfocitos, regulando
a diferenciacéo de células TH1 e TH2. A STAT 6 é importante na sinalizagéo IL-4 e na diferenciacdo celular TH2.
Por outro lado, a IL-4 também parece sinalizar por IRS-2 (insulin receptor-substrate-2) assim como STAT 6.
Estudos em ratos deficientes em IRS-2 e STAT 6 (27) demonstram que ambos (STAT 6 e IRS-2) sao importantes
na proliferacédo celular de células T pela IL-4 e na diferenciacdo de células TH2.

Novas evidéncias demonstram a importancia do GATA-3 (GATA-binding protein 3), um fator de

transcricao pleiotrépico expresso em células T, eosinofilos, mastdécitos e basdfilos, que se liga a sequéncias
consenso WGATAR, na regulacdo de respostas TH2. O GATA-3 pertence a familia de fatores de transcricdo que
induz a expressado de certos genes, pela ligagdo upstream desses genes que contém uma sequéncia de
nucleotideos GATA com o sitio de transcricdo. Este fator € expresso nas células TH2, o que ndo acontece com
células TH1. Estudos de Nakamura et al. (28) sugerem um papel importante para o GATA-3 em pacientes com
asma nas respostas TH2 nas vias aéreas. A expressdo GATA-3 mMRNA encontra-se aumentada de forma
significativa nos bronquios de pacientes com asma, quando comparado aos controles normais. O niumero de
células que expressam transcricdes GATA-3 tem correlagao significante com o aumento da resisténcia e
hiper-responsividade das vias aéreas em asmaticos. Estudos de co-localizagdo evidenciaram que a

maioria (aproximadamente 60 a 90%) de células GATA-3 mRNA+ nos brdnquios de asmaéaticos era constituida
de células T CD3(+), e em menor quantidade por eosindfilos MBP-positivos e mastocitos triptase-positivos.

A densidade celular GATA-3 mMRNA+ correlacionava-se significativamente com o numero de células que
expressavam a citocina TH2 IL-5 mRNA. A expressdo do mutante negativo-dominante do GATA-3 em células T
de ratos determina a reducgdo dos niveis de citocinas TH2 IL-4, IL-5 e IL-13 (29). Em conseqiéncia, a
eosinofilia brénquica, a producdo de muco e a sintese de IgE sofrem consideravel atenuag¢ao no rato transgénico.
Em funcdo destes estudos, péde-se demonstrar que a inibi¢cdo da atividade GATA-3 é suficiente para
“abrandar” respostas TH2 in vivo, tornando-se um novo alvo para a terapéutica no tratamento da asma e
doencas alérgicas.

Apo6s simultanea ligagcdo do receptor da célula T e co-receptor CD28 pelas células apresentadoras de atigenos,
GATA-3 ¢ fosforilada e ativada pela mitogen-ativada p38 da proteina quinase. A GATA-3 ativada transloca-se
do citoplasma para o nucleo, onde ativa a gene transcri¢cdo. A expressdo GATA-3 nas células T é regulada pelo
fator de transcricdo STAT 6 (signal transducer and activator transcription) via ativacdo do receptor IL-4.

Um grupo internacional (30-32) identificou recentemente o gene T-bet , que produz uma proteina que

converte células CD4+ (mesmo aquelas ja do subtipo TH2) em células TH1. O T-bet € um fator de transcricao
que ativa o IFN-y nos linfocitos TH1. Esta proteina foi encontrada em baixas concentra¢cdes nas vias aéreas

de pacientes com asma. Para determinar se a baixa concentragao da proteina T-bet leva a uma excessiva
resposta TH2 e conseqlientemente a asma, este grupo criou um rato no qual o gene T-bet foi deletado (T-bet - /
- knock-out). Estes ratos desenvolveram manifestacgdes tipicas funcionais e histologicas de asma como:
importante broncoconstricdo apés inalacdo de metacolina, maior nimero de eosinéfilos e linfécitos CD4 do
subtipo TH2, vias aéreas com espessa camada de colageno, e mais células musculares (miofibroblastos), bem
como aumento dos niveis de citocinas (IL-4, IL-5 e IL-13). No rato o gene T-bet esta localizado no cromossomo
11, na regido associada a susceptibilidade de asma tanto em humanos como em ratos. Segundo Laurie
Glimcher (Harvard School of Public Health and Harvard Medical School, Boston, MA, USA) estes estudos
mostram que a eliminacdo do gene T-bet no rato desencadeia a doenca de forma "espontanea”, assemelhando-
se mais a asma humana do que aos modelos que utilizam antigenos externos (33). Estes achados nos
direcionam para uma nova vertente, expondo o papel modulador do IFN-y na asma, sugerindo que um
desequilibrio entre as citocinas TH1 e TH2 possa significar a caracteristica principal da patogénese da asma.

Quando fosforilado o T-bet pode inibir a funcdo GATA-3, impedindo a sua ligagdo a sequéncias alvo do DNA. O
rato deficiente em T-bet demonstra maior expressao do GATA-3 e producéo de citocinas TH2, confirmando que T-
bet € um importante regulador do GATA-3. A expressdo GATA-3 é também regulada pela IL-27, uma
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interleucina recentemente identificada como membro da familia da IL-12, que downregulate a expressao GATA-3
e upregulate a expressao T-bet, favorecendo a producdo de citocinas TH1, que atuam também promovendo
inibicdo da expressdo GATA-3. Por outro lado, GATA-3 inibe a producédo de citocinas TH1 pela inibicdo STAT4, o
maior fator de transcricdo ativado pela citocina IL-12.

Os fatores quimiotacticos sao indispensaveis para o recrutamento de células para o local da inflamacgao. O

termo quimiocina foi proposto em 1992 para definir esta familia de proteinas de baixo peso molecular com 6-10
kDa com similaridade de 20-55% na sequiéncia de aminoacidos, sendo relativamente celular especifica (34). Até
o momento foram identificadas mais de 40 quimiocinas. Estas moléculas foram divididas em quatro

grupos estruturais baseados na organizacdo dos residuos de cisteina proximos ao N-terminal: CXC, CC, C e CX3C.
As duas maiores familias sdo a CXC e a CC. A pletora de nomes aplicados historicamente aos

ligantes frequentemente idénticos das quimiocinas foram condensados apds um consenso, em duas

grandes subfamilias: de CCL1 a CCL28 e CXCL1 a CXCL16, bem como em duas pequenas subfamilias: XCL1 e XCL2
e CX3CL1, em func¢éo da identificacdo de um residuo cisteina. Os receptores de quimiocinas estdo distribuidos
entre duas grandes subfamilias, CCR1 a CCR10 e CXCR1 a CXCR6, assim como duas pequenas subfamilias , XCR1
e CX3CR1.

A inflamacéao alérgica é regulada pelas células T, do subtipo TH2. O trafego e recrutamento de células TH2 para
os sitios de inflamacao depende da expressao de receptores para quimiocinas CC e CD4. As células T que

se diferenciam in vitro no fendtipo TH2, expressam os receptores de quimiocinas CCR3, CCR4 e CCR8 (35-37)
e interagem com seus ligantes: CCL11 (eotaxina-1), CCL22 (monocyte-derived chemokine (MDC)), CCL17
(thymus- and activation-regulated chemokine (TARC)), e CCL1 (I-309/TCA-3). O CCR4 é fortemente expressa
em células TH2 ativadas in vitro (38). Além disso, um estudo recente atesta a expressdo CCR4 em células T
que infiltram as vias aéreas ap0s teste de provocacdo alérgica em pacientes com asma. Outra publicagcéo
demonstra um aumento na CCR4 nos linfocitos do sangue periférico de pacientes com dermatite atépica,
quando comparado a normais (39).

Desta forma, antagonistas CCR3 poderiam modular o recrutamento de células TH2 e conseqglientemente regular
a inflamacgao alérgica na asma. Existem evidéncias de que a quimiocina MCP-1, sinalizando via receptor
CCR2, apresente importante participacdo na regulacdo da diferenciacdo TH2 /TH1.

; Outro papel das quimiocinas consiste na coordenacéo dos
Célula TH Célula THZ varios tipos de células que participam das
B respostas inflamatérias, o que pode ser chamado

i ——

como "unidades funcionais imunes”. As células TH1 co-
localizam macroéfagos e neutrofilos nos sitios
periféricos inflamatodrios, enquanto que os eosinoiflos e

o, basofilos sdo encontrados juntos a células TH2. Pelo perfil
/

de producao de citocinas e quimiocinas, as células TH1 e

e TH2 influenciam a ativacdo e migracdo de outras
Meurdfilos Macréfagos Eosindfilos Basafiles | Células inflamatdrias, bem como de células teciduais
CXR3 - I-TAC, IP-10, Mig CCR4 - TARC, MDC residentes (Figura 4 ). A participacdo das quimiocinas TH2
CCRS - MIF - 1afi CCR3 - eotaxina 1.2 é importante ndo s6 pelo simples recrutamento de
CCR1 - Rantes Rantes . o , . .
MCP-234 uma combinacdo de células inflamatdérias no
CCRS - 1-309

CrTh2 microambiente, como na determinacdo das

caracteristicas morfolégicas do infiltrado inflamatério (40).

Uma representacao diagramatica dos fatores que influenciam a regulagéo, recrutamento e fung¢des das citocinas
das células TH2 é apresentada na Figura 5.
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Células T regularoérias

Avancos tém sido feitos para definir os mecanismos que controlam a inflamacao e induzem a tolerancia imune
para antigenos especificos. Subtipos de células CD4+ conhecidas como células T regulatérias - células T

que suprimem a inflamacao e inibem a autoimunidade - (Treg) apresentam papel importante neste processo e
nas vias de sinalizacdo. As células T regulatérias apresentam um efeito supressor sobre outras células CD4

+, podendo apresentar um papel na regulacdo da funcdo TH2 na asma. A pesquisa por

mecanismos imunoregulatérios foram direcionadas para um subtipo de Treg, a Treg CD25+. Recentemente

foi demonstrado que as Tregs ndo funcionam adequadamente nos pacientes com alergia. Acredita-se que

esta disfuncao possa explicar a ativacdo TH2 encontrada nos pacientes atopicos. Existe forte evidéncia de que
a regulacado destas células T na periferia tenha crucial participagdo no controle das alergias. Teoricamente a
célula Treg pode interferir no desenvolvimento de doencas alérgicas, incluindo a asma, em diferentes estagios
como: sensitizagdo alérgica, progressdo para inflamacao alérgica, remodelamento brénquico, hiperesponsividade e
na persisténcia das manifestacgdes clinicas da doenca (41).

Esta célula apresenta uma proteina de transmembrana chamada CD25, que é uma cadeia alfa do receptor para IL-
2. Como outras células T, ela também possui receptor de célula T aff (alfa-beta) para antigeno (TCR) e pode

ser ativada, quando passa entdo, a expressar citocinas supressoras e o fator de transcri¢do forkhead box P3
(Foxp3). Ela apresenta uma fun¢éo importante nas respostas imunes e mantem a tolerancia periférica

contra antigenos e alérgenos. A perda da tolerancia periférica contra alérgenos é causa de doencas alérgicas

(42). Existem evidéncias de que as células T regulatérias CD4+CD25+ que expressam o0 Foxp3 estdo reduzidas
em individuos com rinite alérgica, quando comparado a individuos nao-atépicos e isto pode ser

importante, capacitando um alto numero de células TH2 a desenvolver doenca alérgica (50).

As células T regs servem para limitar respostas inflamatdrias e promovem tolerdncia em uma variedade de
sistemas experimentais e desordens clinicas. Os dois subtipos mais estudados de T regs sdo as células T
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regulatérias naturais (n Treg) e as células T regulatdrias adaptativas (a Treg), que previnem respostas imunes
contra auto-antigenos e respostas adaptativas imunes, respectivamente (41). Participam de forma importante
como células imunoregulatérias, capazes de suprimir respostas imunes adaptativas mediadas TH1 e TH2. As a
Tregs sdo ainda subdivididas em Tregs tipo 1 (Trl) e tipo 3 (Th3) que medeiam exclusivamente supressao

via citocinas IL-10 e TGF-B, respectivamente. O aumento dos niveis de IL-10 e TGF-B que séo produzidos pela
célula T reg, potencialmente suprimem a producado de IgE, enquanto simultaneamente aumentam a producéo
de 1gG4 e IgA pelos linfécitos B.

Tregs CD25+ podem suprimir uma ampla série de processos imunes de mediacao celular, sugerindo um

papel regulador em multiplas doencas, inclusive a asma. A maior evidéncia experimental indica que as Tregs CD25
+ requerem o contato celular, o acoplamento de seu receptor de célula-T, e a IL-2 para que sua funcao biolégica
de supresséo seja transmitida. Tregs CD25+ podem suprimir diretamente as células T CD25+ ou

causam indiretamente a supressao atraveés de células apresentadoras de antigenos.

Células nTreg CD4+CD25+ sdo geradas no timo e sdo encontradas no sangue e em tecidos linfoides

periféricos, correspondendo a 5-10% de todas as células CD4+ e na medula 0ssea alcangcam 20%, tanto no

rato como no homem (43-46). Até a presente data, o Unico marcador genético para o Treg CD25+ é o fator
repressor de transcricdo Foxp3. Acredita-se que o Foxp3 seja o regulador master para fungédo e desenvolvimento
do Treg CD25+. MutagBes no Foxp3 no rato e em humanos causam uma desregulagdo imune e doencgas auto-
imunes orgao-especificas. Acredita-se que o Foxp3 reprima doencgas auto-imunes e a expresséo de varios genes
de citocinas pro-inflamatorias (47).

Mutagdes no gene que codifica o Foxp3 estdo associadas com a auséncia de Tregs CD25+ e constituem a causa
de desregulacdo imune ligada ao cromossomo X, poliendocrinopatia, enteropatia, constituindo-se na

chamada sindrome ligada ao X (IPEX). Pacientes com a sindrome IPEX apresentam eczema, eosinofilia, aumento
nos niveis de IgE e intensificacdo nas respostas TH2 (48). Portanto, existem evidéncias de que o Foxp3 e as
células Tregs CD25+ apresentam um papel de supressdo em humanos, nas respostas imunes TH2, sendo

que achados similares foram descritos em ratos.

Recentes avan¢os no campo da imunologia tém ampliado nossos conhecimentos de como as respostas
imunes adaptativas sao reguladas, existindo mais evidéncias de que as células T regs CD25+ constituem
um importante componente deste processo, incluindo a inflamacéo alérgica da asma. Por outro lado, ja
ficou demonstrado que o nimero deste tipo de linfocito aumenta durante a imunoterapia especifica (49).
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