Asma - Linfocitos :: Dr. Pierre d'Almeida Telles Filho

'E
Home Versdao em PDF

Copyright © 1997 - 2025 Dr. Pierre d'Almeida Telles Filho

Asma

Resposta Tardia da Asma

LINFOCITOS

Os linfocitos contribuem para a imunopatologia da asma, sobretudo através das células Th2, que sintetizam
citocinas que participam do processo da elaboragdo da IgE, maturacdo e ativacdao de mastdcitos e baséfilos,
assim como pela infiltragdo eosinofilica mediada via IL-5, determinando dano epitelial e hiper-responsividade
bronquica. Alguns estudos também demonstraram citocinas dos linfécitos Thl no soro e no lavado
broncoalveolar (LBA) de pacientes com asma, especialmente durante as exacerbages da doenca, embora a

grande maioria dos estudos evidencie predominio de citocinas Th2.1

O trafego dos linfocitos nos pulmdes ocorre continuamente através de dois sistemas funcionalmente
distintos: 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. As

respostas humorais imunes induzidas pela BALT sdo principalmente a secrecdo de IgA.2 O aumento nos
linfécitos T de memodria apds provocacdo antigénica pode ser consequéncia de uma proliferacdo local ou
migragdo do »MALT (mucosa-associated lymphoid tissue) e de linfonodos que drenam o parénquima
regional pulmonar.

Os linfécitos apresentam uma participagdo muito importante na
asma. Representam 20-40% das células brancas sanguineas
circulantes e 99% das células na linfa. Sdo células redondas que
pertencem ao grupo de mononucleares. Isso significa que o nucleo
estd inteiro. Sdao células menores que os outros elementos do
sangue, com um grande nucleo também redondo o qual é em
J geral ligeiramente excéntrico e com fino citoplasma (Figura 1).

Auséncia de nucléolos.3 Dividem-se em linfocitos T, linfocitos B e
células nulas. Todos os trés tipos sao pequenos, moveis, nao
fagocitam e nao podem ser distinguidos morfologicamente um dos
outros. Os linfdcitos antes de interagirem com antigenos sdo chamados de precursores ou naives. Uma vez
estimulados (por citocinas apropriadas/sinais celulares) sofrem um ciclo de alteracdes e posteriormente se
diferenciam em células efetoras ou de memdria (plasmacitos, células Th helper ou auxiliares e Tc cytotoxic
Ou supressoras).

Diferentes linhagens ou diferentes estagios de maturagdo dos linfocitos podem ser caracterizados através da
expressao de moléculas da membrana (proteinas de superficie), reconhecidas por anticorpos monoclonais
especificos. Estas moléculas sdo chamadas de moléculas CD (cluster of differentiation), que definem um
determinado tipo de célula ou estagio de diferenciacao celular ou grupo de anticorpos, sendo contabilizadas
atualmente mais de 371 tipos. Os linfocitos sdo classificados pelas moléculas que expressam em sua
superficie e cada vez mais no caso das células T sdo subclassificados pelas citocinas que secretam. Por sua

vez, essas moléculas de superficie e citocinas medeiam amplamente suas funcdes altamente especializadas.®

As células nulas constituem um pequeno grupo de linfocitos do sangue periférico, ndo expressam moléculas
de membrana Ig ou receptores de células T (TCR) ou moléculas tipicas CD.

Uma populagdo funcional que representa 5-10% dos linfécitos do sangue periférico € composta por linfocitos
ndo timicos, sem marcadores de superficie antigénicos de superficie de células T / B que derivam de grandes
linfécitos granulares e sao denominadas células NK (natural killer cells). Sdo células que atuam na imunidade
inata e sdo importantes na defesa contra infecgGes virais. As células NK sdo altamente granulares devido ao
armazenamento das enzimas liticas perforina e granzimas e destroem uma gama limitada de alvos ligados a
IgG p. ex. células epiteliais infectadas com virus, em uma reacdo de citotoxicidade dependente de

anticorpos.4

Respostas imunoldgicas adaptativas requerem linfécitos. Respostas imunes inatas se beneficiam das
respostas imediatas e ndo especificas dos neutrofilos, macréfagos e de populagdes de linfécitos que

respondem precocemente aos antigenos estranhos.>

Dentre os leucdcitos, somente os linfocitos T sdo capazes de iniciar respostas imunes apos o reconhecimento
de antigenos externos através de receptores antigeno especificos, exercendo também funcGes como células
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apresentadoras de antigenos (APCs). Na atualidade ja existe consideravel conhecimento para a aceitagdo da
hipétese 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 acumulagao especifica
e ativagdo de eosinodfilos na mucosa bronquica.

Nos bronquios, tanto de pacientes com asma atdpica como na ndo atdpica, tém sido encontrados linfocitos T

auxiliares ativados, que expressam o receptor IL-2 (CD25+) em sua superﬁ'cie.s‘8 O numero de linfocitos
ativados correlaciona-se com a gravidade da doenga, com o nimero de eosindfilos ativados, com o valor do

Pico de Fluxo Expiratério (PFE)? e com a concentragdo de metacolina necesséria para produzir queda de 20%
(PCZO) no VEFl

Os linfécitos ativados sdo células muito importantes na resposta imune, coordenando e amplificando a
atividade efetora antigeno especifica e ndo especifica de células inflamatérias, como os linfécitos B e os
eosindfilos. Em sintese, os linfécitos T se dividem 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 producao de IgE e IgG4, enquanto que 0s que
expressam o antigeno CD8+ sdo chamados de T supressores, participam da resposta imune celular e sintese
de IgG2a e interagem com o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe 1.

No LBA de adultos saudaveis, ndao fumantes, sem doenga pulmonar, as células que predominam sdo os
macroéfagos > 85%, linfocitos (CD4+/CD8+) 10-15%, neutrdfilos < 3%, eosindfilos < 1% e < 5% de células

epiteliais/colunares.19 Aproximadamente 12,8 X 103 linfécitos sdo recolhidos quando de LBA em individuos

normais.!! S30 geralmente células T de memdria CD54R0 que coexpressam o receptor de célula T a/B
(TCR). Por outro lado, apenas um pequeno numero de células normais pulmonares (5%) se 'coram' com o
anticorpo monoclonal TCR31 que reconhece o epitopo comum da cadeia d expresso por todas as células TCR
y/0. Na asma ocorrem contagens diferenciais de células no LBA com mais de 1% de eosindéfilos e mais de

0,5% de mastdcitos.10

Citocinas

Os linfocitos T apresentam papel essencial na iniciacdo e regulacdo das respostas inflamatdrias, 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, proposto em 1974 por Cohen et al.,12 inclui
linfocinas e monocinas, palavras ndo mais usadas na atualidade. As citocinas representam uma linguagem
universal no didlogo entre as diferentes células do organismo. As citocinas sdo proteinas de baixo peso
molecular e funcionam como moléculas mensageiras do sistema imunoldgico. Em geral atuam localmente em
tecidos contiguos, de forma gradiente-dependente. Qualquer célula, cuja atividade é modificada seguindo a
mensagem de uma citocina, possui um receptor especifico em sua superficie. Podem apresentar atividade
sistémica como agentes enddcrinos. Sdo secretadas por uma variedade de células e atuam sobre outras
células, ligando-se a receptores de citocinas. Esta ligacdo de alta afinidade entre a citocina e seu receptor
permite que pequenas quantidades da substdncia apresentem acgdo potente. Quando a citocina se liga ao
receptor, ele emite sinais intracelulares (sinais de transdugdo) que conduzem a especificas modificagées na
expressao de genes. Muitas das citocinas inicialmente eram designadas de interleucinas (IL) pois atuam na

comunicacdo entre os leucécitos.13

As citocinas produzidas pelos linfécitos T tém participacdo importante na resposta inflamatéria cronica da
asma. Atuam em receptores especificos de células-alvo, transmitindo sinais que determinam ativagdo,
proliferacdo, quimiotaxia, imunomodulacdo, ativacdo de outras citocinas ou mediadores, crescimento e
diferenciacao celular e apoptose. Apresentam também participacao na regulacdo da expressao de moléculas
de adesdo, tanto nas células endoteliais da circulagdo brénquica como nas células epiteliais. Os linfécitos
possuem vida longa e memdéria imunoldgica e também podem ser ativados por antigenos especificos. Sua
importancia na doenca é sugerida pelo aumento de CD4+ ativados encontrados no LBA, em bidpsias
brénquicas e no sangue periférico.

Os linfocitos T CD4+ auxiliares (em inglés - helper) se subdividem em
IL-2 categorias fenotipicas funcionais, de acordo com a sua capacidade de

* | secretar citocinas e multiplos sinais coordenam essa diferenciacdao: as
: células ThO ou células nulas, linfocitos que ndo tiveram ainda interagGes
@ _IFNY _ Jcom antigenos, resultam da estimulagdo inicial de células T naives,

TNF-B a

e IL-12

apresentam a capacidade de secretar um amplo espectro de citocinas. A
estimulacdo prolongada resulta no surgimento das subclasses Thl e Th2,
linfécitos que nao tiveram ainda interagbes com antigenos e cujos
diferentes perfis de citocinas refletem suas diferentes funcoes
imunoldgicas (Figura 2). O outro tipo de célula T auxiliar tem um papel
regulador - as células T reguladores (Treg) - capaz de prevenir

respostas imunes.?

O linfocito ThO naive produz primariamente a IL-2, entretanto, pode
também sintetizar citocinas caracteristicas das células Thl e Th2. O fator
determinante da diferenciacao dos precursores do linfocito CD4+ em Thil
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e Th2 ainda ndo é conhecido, porém acredita-se que possa estar relacionado a acdo 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 diferenciacdo em células Th.

Apds estimulacdo dos linfécitos ThO, estas células sofrem diferenciacdo e de acordo com as citocinas do
meio, comecam a produzir um perfil particular de citocinas. Na presenga de IL-12 ou IFN-y estas células sdo
estimuladas a secretar citocinas tipo Thl como o IFN-y e a IL-2. Por outro lado, a presencga de IL-4 no meio
circundante, proveniente de fontes como mastocitos, basdfilos, células T CD4+ NK1.1 e do préprio Th naive

(auto-regulando a propria producdo), induz as células ThO a desenvolver um padrdo 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 linfocitos secretem
IL-3, TNF-a e GM-CSF, o Thl produz preferencialmente a IL-2, que estimula a proliferacdao de células T, o
TNF-B e o interferon gama (IFN-y) que inibe a ativacao do linfocito B e a sintese de IgE. Estas citocinas sao
responsaveis pelo desenvolvimento da classica reacdo tardia de hipersensibilidade (tipo IV), importante na
imunidade celular (ativagdo de macrofagos e linfocitos T supressores) contra patdgenos intracelulares.

A IL-17 é uma das citocinas mais bem estudadas na atualidade em imunologia, devido a sua participagdao na

patologia inflamatérial4 17 e que passou ao centro de atencdes apds a descoberta de um outro tipo de
linfécito T CD4 auxiliar distinto que a expressa, a chamada linhagem Th17. A IL-17 ou IL-17A é o membro

'fundador' de uma familia de citocinas que também inclui IL-17B até IL-17F.18/19 A fonte celular de IL-17C é

produzida principalmente por células epiteliais em vez de hematopoiéticas.2? As células Th17 produzem um
grupo de citocinas distintas - como IL-21 e IL-22, - todas participantes da orquestracao de determinado tipo
especifico de resposta inflamatéria.

As principais ag0es das interleucinas relacionadas as células Th2 na asma sao:

IL-3 - A IL-3 estimula o desenvolvimento de mastodcitos nos tecidos. Atua na diferenciacdo e ativacdo de
eosinofilos, neutrofilos, basoéfilos e mastécitos. Prolonga a sobrevida de eosinéfilos.2! A maior fonte de IL-3 é
o linfocito T porém, na inflamag&o alérgica, também é sintetizada por eosinéfilos e mastdcitos.22

IL-4 - Os efeitos biolégicos proeminentes da IL-4 na asma sao exercidos através de sua ligacdo aos seus
receptores (IL-4R), expressos na superficie de varias células. O receptor IL-4 é um heterodimero, consistindo
na ligagao 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.23:24 Um aumento
da expressdo 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.

A IL-4 apresenta multipla e relevante participacao na fisiopatologia da asma, mencionando-se:

é um cofator com a Stem Cell Factor (SCF) que promove a proliferacdo e diferenciacdo de mastdcitos;2>
em estudos humanos, ela induz a sintese de IgE pelos linfocitos B. A capacidade dos clones de células T
em apoiar a producdo de IgE é diretamente proporcional a sua producdo de IL-4;26

no decurso da inflamagdo alérgica tem a capacidade de conduzir a diferenciacé@o de linfécitos T helper tipo
0 (ThO) naive em linfécitos Th2;27:28

inibe a apoptose de eosindfilos e promove a inflamacdo eosinofilica promovendo a quimiotaxia de

eosindfilos e ativagdo por meio do aumento da expressdo de eotaxina;2*

upregulation da FceRII e a atuacdo na expressdo antigénica do complexo maior de histocompatibilidade II
(MHC classe II) sobre as células apresentadoras de antigenos (APCs);

upregulation da expressao da vascular cell adhesion molecule (VCAM-1) nas células endoteliais; 2>
individuos atdpicos tém um maior nimero de células T produtoras de IL-4 em comparagao com individuos
normais;2°

a IL-4 contribui para a obstrugdo das vias aéreas na asma por meio da indugdo da expressdo do gene da
mucina e da hipersecrecdo de muco;3°

a IL-4 aumenta a expressdao de eotaxina e outras citocinas inflamatdrias de fibroblastos que podem
contribuir para a inflamac&o e remodelamento pulmonar na asma crénica;3!

Estudos efetuados através de bidpsia bronquica evidenciaram ao nivel do epitélio e subepitélio, o0 aumento
na expressdo da IL-4, tanto sob a forma proteica como sob a forma mRNA, em pacientes com asma atopica

e ndo atdpica, o que ndo foi demonstrado em controles ndo asmaéticos.2”:28:32 A IL-4 parece ser um pré-
requisito para que os linfécitos T iniciem a producéo da IL-5.33
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IL-5 - A IL-5 é o determinante primario da diferenciacdo, recrutamento, ativacdao, adesdo e sobrevida dos

eosindfilos, bloqueando sua apoptose.343> Em condicdes alérgicas atua como uma eosinofilopoetina. A
administragdo exogena 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.3:37 QOutros trabalhos,
através de bidpsias bronquicas, comprovaram que a expressao do receptor IL-5 é restrita praticamente aos

eosinodfilos (> 90%), enquanto que a expressdo IL-5Ra na membrana celular correlaciona-se inversamente
com o VEF; basal, ao passo que a expressdao do IL-5Ra sollvel (sIL-5Ra), com agdo antagOnica a IL-5,
correlaciona-se positivamente com o VEF1.38 Em ratos transgénicos a expressdo aumentada de IL-5 no

epitélio respiratorio resulta em maior hiper-responsividade bronquica. A IL-5 promove o acUmulo de
eosindfilos nas doencas alérgicas inflamatorias através da upregulation de respostas de quimiocinas e
integrinas agB, nos eosindfilos, promovendo desta forma sua aderéncia a VCAM-1 expressa nas células

endoteliais e subsequente migracdo transendotelial.3°

IL-6 - A IL-6 estimula a proliferagdo de timdcitos e linfocitos T, upregulate a producdo de IgE dependente
da IL-4 e 14, medeia a diferenciacdo de células B.4° Niveis de IL-6 estdo aumentados no escarro e na

circulacdo 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. A IL-6 pode ter um papel como biomarcador

para inflamacdo asmaética persistente e também para o progndstico da doenga.*2

IL-8 - A IL-8 determina ativagdo e quimiotactismo para neutrofilos e fraca quimiotaxia para eosindfilos.
Ratos knock-out para receptor IL-8 apresentam reducdo na hiper-responsividade brénquica.*3

IL-9 - A IL-9, antigamente denominada fator de crescimento das células T, passou a apresentar grande
interesse por induzir producdo preferencial de células T do tipo Th2. A IL-9 tem a capacidade de estimular a
producdo de IgE. Devido aos seus efeitos pleiotropicos, a IL-9 influencia uma variedade de tipos celulares
distintos, como células T, células B, mastdcitos e macréfagos, e células epiteliais das vias aéreas, ativando

STAT1, STAT3 e STAT5.%4

Esta citocina estimula a proliferacdo de células T ativadas e aumenta a produgdo de IgE pelas células B
através de um sinergismo com a IL-4.#> A IL-9 é conhecida por promover o crescimento e diferenciacdo de
mastdcitos in vitro*®:47 e in vivo.48

Temann et al. demonstraram experimentalmente que a expressao de IL-9 no epitélio das vias aéreas de
camundongos transgénicos resulta em inflamacao das vias aéreas, hiperplasia de mastécitos e aumento

dramaético da hiper-responsividade das vias aéreas.*?

A IL-9 também estimula a produgdo de proteases de mastdcitos e o receptor de IgE de alta afinidade
(FceRlIa), sugerindo que a IL-9 prepara os mastdcitos para responder ao alérgeno através do aumento da
expressao da superficie celular do receptor de IgE de alta afinidade e a produgdo de mediadores

inflamatérios, incluindo IL-6 e vérias proteases,®® que promovem a sobrevivénca de eosinéfilos e aumentam
a permeabilidade das vias aéreas.>1:>2

Em acdo conjunta com a IL-5 a IL-9 promove a maturacdo dos eosindfilos.?3 A IL-9 modula a expressdo de

IL-5Ra em linhagens celulares precursoras mieloides,®*>> sendo capaz, portanto, de induzir a eosinofilia das
vias aéreas através da regulacdo positiva da resposta de IL-5 e potencializar a maturagdao mediada por IL-5

de precursores de eosindfilos.>4"2°

Apresenta outras agoes na inflamacgdo 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
eosindfilos.”” Induz & expressdo das quimiocinas e mucina nas células epiteliais bréonquicas. A IL-9 pode
ainda mediar seus efeitos nas vias aéreas pela habilidade que apresenta de induzir a agdo da IL-13.

IL-11 - A IL-11 favorece a polarizacdo Th2 a partir da célula T naive.?® Desta forma, a IL-11 pode estar
associada a respostas Th2 e a reparacgdo cronica e remodelamento das vias aéreas.

IL-13 - A IL-13 é uma citocina pleiotréopica que tem papel critico e

IL-4 IL-13 central para a patogénese da inflamacdo Th2 da asma.”?:®0 um
\ aumento na expressdo de IL-13 tem sido descrito tanto na asma
atopica como na ndo atépica, apds provocacao antigénica. A IL-13

m,m,,,a,| ||.;i,dela cadml ” cadeia tem aproximadamente 30% de homologia com a IL-4 e
IL4Rq |v IL-13Rox % compartilha muitas de suas atividades biologicas em celulas

| fagociticas mononucleares, células endoteliais, células epiteliais e

c | 5 células B. Ambas tém atividades bioldgicas muito parecidas, em

1: ])}:7 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-13,

apresentando ainda, uma cadeia IL-4Ra. A IL-4 pode, portanto,

ligar-se a ambos os receptores (IL-4 e IL-13) através da cadeia IL-
25
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4R , enquanto que a IL-13 se liga somente ao seu proprio receptor (Figura 3). Alguns dos efeitos mais
proeminentes da IL-13 incluem aumento na diferenciacdo das células caliciformes secretoras de muco,
producdo de proteinas de matriz extracelular e diferenciacdo de miofibroblastos, elevacdo da hiper-
responsividade bronquica, aumento da contratilidade de células musculares lisas das vias aéreas em
resposta a agonistas colinérgicos e desvio na produgdo de anticorpos de células B de IgM para IgE.61 A IL-13
também estimula a secrecdo de periostina, uma proteina matricelular, que tem um papel na ativagao dos
fibroblastos e no aumento da elasticidade do gel de coldgeno.®? Ao ativar a sintase do déxido nitrico epitelial
por meio de seu efeito sobre a signal transducer and activator of transcription 6 (STAT 6), sua atividade

bioldgica também pode ser refletida por niveis elevados de 6xido nitrico exalado (FeNO).63

IL-4, IL-5 e IL-13 sdo fatores criticos da inflamacdo tipo 2 na fisiopatologia
da asma persistente ndao controlada

Outras citocinas importantes na asma:

IL-17 - Produzida principalmente por células Th17, mas também por outras células imunes como células T
yd, células T CD8 e alguns tipos de células inatas. A IL-17 desempenha um papel importante na asma Th2-

baixa. E uma citocina principalmente do linfécito Th17 com caracteristicas de quimiotactismo,®* capaz de
induzir a produgéo de citocinas pré-inflamatérias (inclusive o0 GM-CSF) pelos fibroblastos.®> A IL-17 libera IL-
8, GRO-a e TNF-a das células epiteliais e € uma das responsaveis pela orquestracdo da inflamacdo

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 e na IL-8 é em parte mediado via MAP (mitogen-activated protein) quinase.

IL-25 - A IL-25 é uma citocina expressa pelas células epiteliais e células hematopoiéticas envolvidas em
respostas alérgicas, como células Th2, mastdcitos, basdfilos, eosindfilos. Atua na diferenciagdo Th2, com
homologia a IL-17, induzindo as células T de murideos a secretar IL-4, IL-5 e IL-13. Semelhante a IL-33, a
IL-25 é armazenada em células epiteliais e liberada quando a célula é exposta a antigenos contendo
proteases, como a do acaro da poeira. A transferéncia adenoviral de IL-25 para pulmdes de ratos causa
inflamacdo eosinofilica, danos epiteliais, hipersecrecdo de muco e hiper-responsividade bronquica.?® E
expressa nas células epiteliais do pulmdo como resultado de respostas imunes inatas aos alérgenos. A
superexposicdao a IL-25 determina aumento da producdo de muco e infiltracdo da parede brOGnquica por
macréfagos e eosindfilos enquanto o seu bloqueio reduz a inflamagdo e a producdo de citocinas Th2. A
inibicdo da IL-25 resulta em reducbes significativas nas concentragdes de IL-5 e IL-13 no LBA, na IgE sérica

e na eosinofilia.®7:68

IL-33 - Produzida principalmente por células epiteliais e endoteliais. Os efeitos bioldgicos da IL-33 sdo
mediados através do membro da familia do receptor de IL-1 ST2, que é expresso em células efetoras, como

eosindfilos, mastdcitos, células T helper tipo 2 (Th2) e células linfoides inatas do grupo 2.6%:70 Em asméticos
graves e moderados, a expressao da proteina e mRNA IL-33 esta localizada nas células de musculo liso das

vias aéreas.”! A IL-33 é uma molécula que apds dano do epitélio pode orquestrar o recrutamento e ativagdo
de células responsaveis pela inflamagdo. A expressdo de IL-33 é regulada positivamente na mucosa

brénquica de pacientes asmaticos, relacionada & gravidade da doenca.”?:73

TSLP - A linfopoetina do estroma timico (TSLP) é um membro da familia das citocinas IL-2, pleiotrépica,
expressa durante a inflamagdo alérgica por células epiteliais, células dendriticas, mastdcitos e basofilos,
havendo relatos de sua expressdo em células do musculo liso das vias aéreas, que emergiu como importante
participe envolvida na orquestracdo da inflamacdo da asma e doencas atépicas.”4 77 A TSLP promove e
amplifica a imunidade Th2, o que pode ajudar a desviar a resposta imunoldgica aos antigenos / alérgenos da
tolerancia para uma resposta pro-inflamatéria.”® Além disso, TSLP pode atuar sobre eosindfilos e mastécitos
para aumentar a producdo de citocinas.”®

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 33 e a IL-11
detectadas principalmente em pacientes com asma grave, na qual acredita-se, possam atuar no

remodelamento.”9-82

Certos linfécitos CD4+ que produzem altos niveis de TGF-B com varias quantidades de IL-4 e IL-10 tém sido

bem caracterizados como um subtipo, recebendo a denominacdo de Th3.83 Sdo células, entretanto, que ndo
participam da inflamacao alérgica.

Os linfécitos T CD8+ supressores (cytotoxic) podem também ser classificados em funcdo do perfil de suas
citocinas em Tcl e Tc2. Além de suas propriedades citotdxicas, as células T CD8+ também mostram
subconjuntos Tcl e Tc2 com perfis de citocinas semelhantes aos padroes Thl e Th2 com produgdo de IL-2 e

IFN-y e producdo de IL-4, IL-5 e IL-10, respectivamente.84 Ao contrério das células T CD4+, as células T
CD8+ interagem com o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe I. As células Tc2 tém sido
responsabilizadas também pelas reacdes de hipersensibilidade tardia na asma, enquanto que as células Tcil
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podem estar envolvidas na dermatite de contato e auto-imunidade.

Como exposto, os linfocitos Th2 apresentam importante papel na orquestracdo da resposta inflamatdria
associada a asma, sendo que ao longo dos anos avancamos nosso conhecimento a cerca dos fatores de
transcricdo, moléculas sinalizadoras, citocinas e sinais de transducdo responsaveis pelo desenvolvimento
destas células.

Estudos continuam a ser efetuados visando a compreender o que direciona um linfécito para uma resposta
Th1l ou Th2. Podem ser citadas:

A diferenciacao de linfocitos 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 linfécitos precursores (naives) com linfécitos
deficientes em STAT 4, deficientes em STAT 6 e linfocitos deficientes em ambos (STAT 4 e STAT 6) apoiam
um modelo de diferenciagdo de células Th na qual a geracdo de células Th2 requer STAT 6, enquanto que

uma via STAT 4 existe para desenvolvimento de células Th1.8°> 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 bronquica.8®

A STAT 4 ¢é ativada apenas em resposta a citocina IL-12. O desenvolvimento de células Thl em resposta a
IL-12 estd prejudicado no rato deficiente em STAT 4. A IL-12 ativada aumenta a producdo de INF-g, a
proliferagdo celular, sendo a citotoxicidade (natural-killer) suprimida em linfécitos de ratos deficientes em
STAT 4. Além disso, linfécitos STAT 4 deficientes demonstram uma propensdo para o desenvolvimento de
células Th2. Estes estudos revelam que STAT 4 é essencial na mediagdo de respostas da IL-12 em linfocitos,
regulando a diferenciacédo de células Thl e Th2. A STAT 6 é importante na sinalizacdo IL-4 e na diferenciagdo
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 68% demonstram que ambos (STAT 6 e IRS-2)
sdo importantes na proliferagdo celular de células T pela IL-4 e na diferenciacdo de células Th2.

Em resumo, STAT 6 é essencial na sinalizagdo IL-4 e diferenciacdo Th2, enquanto STAT 4 desempenha um
importante papel na resposta a IL-12 e na regulagdo da diferenciacdo entre células Thl e Th2.

Evidéncias demonstram a importancia do GATA-3 (GATA-binding protein 3), um fator de transcricdo
pleiotropico expresso em células T, eosinodfilos, mastdcitos e basdfilos, que se liga a sequéncias consenso
WGATAR (W = AouTeR = Aou G), na regulacao de respostas Th2. O GATA-3 pertence a familia de fatores
de transcricdo que induz a expressdo de certos genes, pela ligacdo upstream desses genes que contém uma
sequéncia de nucleotideos GATA com o sitio de transcrigdo. Este fator é expresso nas células Th2, o que ndo

acontece com células Thl. Estudos de Nakamura et al.8” sugerem um papel importante para o GATA-3 em
pacientes com asma nas respostas Th2 nas vias aéreas. A expressdo GATA-3 mRNA encontra-se aumentada
de forma significativa nos bronquios de pacientes com asma, quando comparado aos controles normais. O
nimero de células que expressam transcricbes GATA-3 tem correlacdo significante com o aumento da
resisténcia e hiper-responsividade das vias aéreas em pacientes com asma. Estudos de colocalizagao
evidenciaram que a maioria (aproximadamente 60 a 90%) de células GATA-3 mRNA+ nos broénquios de
asmaticos era constituida de células T CD3(+), e em menor quantidade por eosinéfilos MBP-positivos e
mastdcitos triptase-positivos. A densidade celular GATA-3 mRNA+ correlacionava-se significativamente com
o0 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 reducdo dos niveis de citocinas Th2 IL-4, IL-5 e IL-

13.88 Em consequéncia, a eosinofilia brénquica, a producdo de muco e a sintese de IgE sofrem consideravel
atenuacdo no rato transgénico. Em funcdo destes estudos, pode-se demonstrar que a inibicdo da atividade
GATA-3 é suficiente para “abrandar” respostas Th2 in vivo, tornando-se um alvo para a terapéutica no
tratamento da asma e doengas alérgicas.

Pesquisas estdo avaliando antagonistas de GATA-3 como potenciais tratamentos para asma e outras doengas
inflamatdrias. Um exemplo é o SB010, um antagonista de GATA-3 que estd em fase de desenvolvimento

clinico e ja demonstrou eficidcia em melhorar a funcdo pulmonar em pacientes asmaticos.8%:90

Apds simultédnea ligacdo do receptor da célula T e coreceptor CD28 pelas células apresentadoras de
antigenos, GATA-3 é fosforilada e ativada pela MAPK (mitogen activated protein kinase p38). A GATA-3
ativada transloca-se do citoplasma para o nucleo, onde ativa a gene transcrigdo.

Um grupo internacional®1-23 identificou o gene T-bet, queé um fator de transcricdo fundamental envolvido na
diferenciacdo de células Thl e na regulacdo da resposta imune adaptativa, com implicagbes importantes no
equilibrio Th1/Th2 — um eixo central na fisiopatologia da asma. T-bet induz a producdo de IFN-g
(caracteristico da resposta Th1l) e reprime genes associados a diferenciacdo Th2. Como a asma alérgica
cladssica é uma doenga Th2-mediada, T-bet tem funcdo protetora nesse contexto, inibindo a expressdo de
citocinas Th2 como IL-4, IL-5 e IL-13.

Esta proteina foi encontrada em baixas concentracGes nas vias aéreas de pacientes com asma. Para
determinar se a baixa concentracdo da proteina T-bet leva a uma excessiva resposta Th2 e
consequentemente a asma, pesquisadoresdores criaram um rato no qual o gene T-bet foi deletado (T-bet - /
- knock-out). Estes ratos desenvolveram manifestagfes tipicas funcionais e histoldgicas de asma tais como:
importante broncoconstricdo apds inalacdo de metacolina, maior nimero de eosindéfilos e linfécitos CD4 do
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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 suscetibilidade 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 eliminagdo do gene T-bet no rato desencadeia a doenca de forma "espontanea",

assemelhando-se mais @ asma humana do que aos modelos que utilizam antigenos externos.?#:9> Estes
achados nos direcionam para uma vertente, expondo o papel modulador do IFN-g na asma, sugerindo que

um desequilibrio entre as citocinas Thl e Th2 possa significar a caracteristica principal da patogénese da
asma.

Quando fosforilado o T-bet pode inibir a fungdo GATA-3, impedindo a sua ligagdo a sequéncias alvo do DNA.
O rato deficiente em T-bet demonstra maior expressao do GATA-3 e producdo de citocinas Th2, confirmando
que T-bet é um importante regulador do GATA-3. A expressdo GATA-3 é também regulada pela IL-27,
interleucina identificada como membro da familia da IL-12, que downregulate a expressdo GATA-3 e
upregulate a expressao T-bet, favorecendo a produgdo de citocinas Thl, que atuam também promovendo
inibicdo da expressdao GATA-3. Por outro lado, GATA-3 inibe a producdo de citocinas Th1l pela inibicdo STAT
4, o maior fator de transcrigao ativado pela citocina IL-12.

Os fatores quimiotaticos sdo indispensaveis para o recrutamento de células para o local da inflamagao. 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 sequéncia de aminoacidos, sendo relativamente celular especiﬁca.'-;’6
Até o momento foram identificadas mais de 50 quimiocinas e sdo 20 os receptores. Estas moléculas foram
divididas em quatro grupos estruturais baseados na organizacdo dos residuos de cisteina préximos ao N-
terminal: CXC, CC, C e CX3C. As duas maiores familias sdo a CXC e a CC. Os 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 fungdo da identificacdo de um residuo cisteina. Os receptores de
guimiocinas estdo distribuidos entre duas grandes subfamilias, CCR1 a CCR10 e CXCR1l a CXCR6, assim

como duas pequenas subfamilias, XCR1 e CX3CR1.%7

A inflamacgao alérgica é regulada pelas células T, do subtipo Th2. O trafego e recrutamento de células Th2
para os sitios de inflamacdo depende da expressdo de receptores para quimiocinas CC e CD4. As células T

que se diferenciam in vitro no fenétipo Th2 expressam os receptores de quimiocinas CCR3, CCR4 e CCR8%8"

101 ¢ jnteragem 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

expresso em células Th2 ativadas in vitro.49  Além disso, um estudo atesta a expressdo CCR4 em células T
que infiltram as vias aéreas apos teste de provocacao alérgica em pacientes com asma. Outra publicagao
demonstra um aumento na CCR4 nos linfécitos do sangue periférico de pacientes com dermatite atopica,

quando comparado a normais.102

Desta forma, antagonistas CCR3 poderiam modular o recrutamento de células Th2 e consequentemente
regular a inflamagdo alérgica na asma. Existem evidéncias de que a quimiocina MCP-1, sinalizando via
receptor CCR2, apresente importante participagdao na regulagao da diferenciagao Th2 /Thl.

Outro papel das quimiocinas consiste na coordenacao dos
varios tipos de células que participam das respostas
inflamatorias, o que pode ser chamado como "unidades
funcionais imunes". As células Thl colocalizam
macréfagos e neutréfilos nos  sitios  periféricos
inflamatorios, enquanto que os eosindfilos e baséfilos sdo
encontrados juntos a células Th2. Pelo perfil de producao
de citocinas e quimiocinas, as células Thl e Th2
influenciam a ativacdo e migracdo de outras células
inflamatorias, bem como de células teciduais residentes
(Figura 4). A participacdo das quimiocinas Th2 é
importante ndo s6 pelo simples recrutamento de uma

CELULA TH CI'ELULATHI

. ®

Neutrdfilos  Macréfagos Eosinéfilos Bassfilos | COMbinacdo de células inflamatdrias no microambiente,
como na determinacdo das caracteristicas morfoldgicas do

CXR3 - ITAC, IP-10, Mig CCR4 - TARC, MDC o . L. 103

CCRS - MIP - 1af} CCR3 - cotaxina 1,2 infiltrado inflamatorio.

CCR1 - Rantes Rantes
p—— ':"-‘-"*2~3~4 Uma representacdo diagramatica dos fatores que
agdanci e influenciam a regulacdao, recrutamento e funcdes das

citocinas das células Th2 é apresentada na Figura 5.
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Células T Reguladoras (Tregs)

Os linfécitos T reguladores (Tregs) se constituem em uma populacdo especializada de células T
CD4+ que promovem tolerancia periférica, mantém a homeostase e limitam a inflamagdo na
asma, especialmente na forma alérgica (asma atdpica) - sdo linfécitos que regulam outros
linfécitos. As Tregs desempenham um papel importante na supressdo do sistema imunoldgico
€ na geracao de tolerancia.

As células Tregs exercem um efeito supressor sobre as demais células CD4+, desempenhando

potencialmente uma acdo na modulacdo da funcdo Th2 na asma.l%% As Tregs mantém a homeostase e
limitam a inflamagdo crénica das doencgas alérgicas assim como da asma favorecendo a resolugdo da

inflamag&o nas vias aéreas,0°-10°

Atualmente, identificam-se dois subconjuntos principais de Tregs: os Tregs CD4+, CD25++ e Foxp3+ de
ocorréncia natural, provenientes do timo e conhecidos como tTregs, e os Tregs adaptativos induzidos

perifericamente (pTregs).!10:111

Além dos Tregs naturais (origem), os Tregs também sdo subdivididos com base em marcadores de superficie
e perfil funcional. No pulmao, a tolerancia imunoldgica é controlada principalmente por trés subconjuntos de

células Tregs: célula FOXP3 iTreg, células T reguladoras tipo 1 (Th1l) e células Tregs foliculares (Tfr).112
Essas células favorecem a diferenciacdo de células B reguladoras e modulam as células dendriticas (CD) para
um perfil tolerogénico, reduzindo, assim, a sensibilizacdo e a producdo de IgE induzidas pela exposicao ao

alérgeno.113
Fungoes das Tregs na asma:

Regulam a inflamagdo das vias aéreas através da liberacdo de diversas citocinas, incluindo IL-10
(produzida por uma subdivisdo pTreg FOXP3+, as células Trl), TGF-B (produzidas
predominantemente por células T helper tipo 3), proteina 2 semelhante ao fibrinogénio, CD39 e

CD731% e a producdo de proteinas pré-inflamatérias (IL-4, IL-5, IL-13).

As células Tregs também podem modular a inflamacdo por meio da supressdo mediada pelo
contato celular (antigeno-4 de linfocitos T citotdxicos [CTLA-4], gene ativador de linfécitos-3 [LAG-

3], galectina-1 e mucina-3 de imunoglobulina de células T [TIM-3]).11°

Também suprimem a diferenciacdo e ativacdo de outras células pré-inflamatoérias, como

mastdcitos e eosindfilos.
Inducgdo de tolerancia imunologica:

Favorecem a tolerancia a alérgenos, impedindo respostas imunoldgicas excessivas. Além disso,
podem estimular a expressdao de moléculas supressoras, como CTLA-4 e PD-1, que inibem a
ativacao dos linfdcitos T efetores.

As Tregs exercem suas fungdes supressoras incluindo enzimas citoliticas (como granzimas A, B e
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K, e perforina), proteinas de membrana relacionadas a homeostase metabdlica (CD25, CD39,
CD73, AMPc, LAG3, receptor 2 de adenosina e receptor 2 de histamina) e moléculas de superficie

(PD-1 e CTLA-4), direcionadas as células CD.102/110
Modulagdo da resposta de c élulas dendriticas:

As Tregs podem inibir a maturagdo e a funcao das células dendriticas, reduzindo a apresentacdo
de antigenos que ativariam respostas Th2.116

Reducao da inflamacgdo cronica e remodelamento das vias aéreas:

Em casos de asma grave ou ndo controlada, ha frequentemente uma deficiéncia ou disfuncdo das
Tregs, o que contribui para inflamacdo persistente e remodelamento bronquico (fibrose, hipertrofia

de musculo liso).117:118

Células Linfoides Inatas (ILCs)

As células linfoides inatas (ILCs) sao uma familia crescente de células imunoldgicas que refletem os fenoétipos
e funcGes das células T. Muitos estudos sustentam que as células linfoides inatas 2 (ILC2) estdo envolvidas
na patogénese da asma, interagindo com células estruturais e com o sistema imunoldgico inato. Por
décadas, a asma tem sido considerada como uma doenca imunoldégica mediada por células Th2 e de

imunidade adaptativa.ll® Entretanto, outros fendtipos ndo alérgicos da asma associados & exposicdo a
fatores ambientais, como poluicdo do ar, incluindo ozonio, particulas de diesel e fumaga de cigarro, exercicio,
infeccdo viral, estresse e obesidade, estdao frequentemente relacionados a neutréfilos nas vias aéreas e a

imunidade inata independente de células Th2.120-124

Em 2008-2009, cerca de 12 grupos independentes relataram a identificacdo em mamiferos de novos tipos

de linfécitos ndo T e ndo B. Essas células foram inicialmente chamadas de "nundcitos"!2> e posteriormente
de células linfoides inatas (ILCs). As ILCs sdao em grande parte células residentes nos tecidos e estdo

profundamente integradas na estrutura dos tecidos.12® N&o expressam receptores de antigenos adquiridos
mas respondem rapidamente a sinais de citocinas e outras moléculas presentes no microambiente tecidual.
Elas tém participacdo na homeostase do tecido, na organogénese do tecido linfoide, na resisténcia a
infeccdo, no controle da composicdao da microbiota comensal e na patologia das superficies mucosas.
Secretam uma variedade de citocinas, semelhantes aos linfocitos T como IFN-y, IL-5, IL-13, IL-17 e IL-

22.127

Observamos trés grupos de ILCs (Figura 6). ILC1 que produz IFN-y e TNF-a conferindo-lhe propriedades de
imunidade antiviral e antitumoral. As ILC2 produzem IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e anfiregulina, encontrando-se
associadas a respostas imunoldgicas relacionadas a helmintos e na regulagdo de reacdes alérgicas. Por fim,

as ILC3 estdo correlacionadas a doencas autoimunes e secretam IL-17, IL-22 e GM-CSF.128
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
ILC1 ez
IFN-Y IL-4 IL-17
TNF-a IL-5 IL-22
IL-S GM-CSF
IL-13
Areg

Figura 6 - As células linfoides inatas sdo uma familia de células do sistema imunoldgico classificadas atualmente em trés grupos
principais de acordo com as citocinas que produzem e em funcdo das respostas que desencadeiam: ILC1 - defesa contra patdgenos
intracelulares como virus e bactérias; ILC2 - atuam na resposta organica contra parasitas como os helmintos e sdo determinantes na
patogénese das doengas alérgicas como a asma; ILC3 - participam na defesa contra patdgenos extracelulares tais como fungos e
bactérias especialmente nas barreiras mucosas como os intestinos.

As ILC2s envolvidas nas doencas alérgicas e na asma, sdao particularmente definidas pela expressao dos
fatores de transcricao GATA3, RORa, BCL11B e GFI1, e pela producdo de IL-4, IL-5, IL-13 e anfiregulina

(AREG).128 Tanto o GATA3 quanto o BCL11B desempenham papéis criticos no desenvolvimento de células T
e ILC2s. ILC2s contém quantidades maiores do fator de transcricdo GATA3 do que os outros subconjuntos

ILCs e auséncia de GATA3 inibe o desenvolvimento e a fungdo dessas células.129-131

As ILC2s desempenham um importante papel no processo da asma alérgica, pois sdo ativadas a jusante das
células epiteliais das vias aéreas. Diante de estimulos externos como alérgenos, virus, bactérias, fumaca de
cigarro e poluentes do ar, as células epiteliais respondem gerando varias citocinas, e particularmente um trio
de citocinas epiteliais conhecidas como “alarminas” - IL-25, IL-33 e TSLP. Essas citocinas estimulam
respostas inflamatdrias por meio de inUmeras vias na asma que demonstraram iniciar respostas de células
ILC2 que podem produzir enormes niveis de citocinas do tipo 2 que modulam fungdes das células efetoras,
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como IL-5 e IL-13 assim coimo IL-4, IL-9 e anfiregulina, tanto em murinos como em humanos.132

Essas citocinas inatas, geradoras de respostas do tipo 2, podem ser liberadas em resposta a inalagdo de
alérgenos, desencadeando alteracdes patoldgicas nos pulmdes que sdo caracteristicas da inflamacdo
alérgica, com suas consequéncias fisiopatoldgicas. Além disso, relatos indicam que outras substéancias

solUveis podem ativar as ILC2s, incluindo os leucotrienos.133 Uma de suas caracteristicas marcantes é a

producdo significativa de PGD2, induzindo a ativagdo autdcrina das ILC2s por meio do receptor CRTh2.134:135
A ativacdo das ILC2s é caracterizada pela sua expansdo e pela producao de citocinas do tipo 2, incluindo a

IL-4 em humanos.1?8 Essa expansdo das ILC2s pode ser alcangada tanto pelo recrutamento de ILC2s para o

local da provocacdo quanto pela proliferagdo in loco das células residentes.136 As ILC2s fazem muitas coisas
em comum com as células Th2, mas sdo Unicas em sua alta secrecdo de IL-9, com potencial em promover a

metaplasia de células caliciformes e promover o crescimento e a sobrevivéncia dos mastdcitos.!3”

Foi demonstrado que a AREG produzida por ILC2s controla a proliferacédo e diferenciacdo de células epiteliais
necessarias para o reparo apds a infeccdo por virus influenza.138139 A anfiregulina produzida por varias
células, incluindo as ILC2s, pode desempenhar um papel nos processos de reparacao e remodelacao
observados, provavelmente, também na asma.

As ILC2s também estdo associadas a varias patologias, dentre elas, a fibrose pulmonar,149 a rinossinusite

cronica,’*! a dermatite atépica,’’142 além de alergiasi?2143 e exacerbacdes de asma induzidas em
pacientes por rinovirus,144/145
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