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Apresentacao a colecao

Os cursos de férias no Instituto Oswaldo Cruz (I0C/Fiocruz) surgiram com o objetivo
de oferecer aos estudantes de graduagdo a oportunidade de estudar em uma Instituicao
de Pesquisa de exceléncia, abordando em profundidade temas incomuns a grade curricu-
lar da universidade. Agregado a este objetivo principal, a formatacdo desse curso permi-
tiria o transito e vivéncia dos estudantes no ambientes cientifico dos diferentes labora-
torios do |OC. Além disso, a possibilidade de estimular os estudantes de pos-graduagao
do I0C a desenvolvem atividades didaticas tedrico-praticas, preencheria também uma
lacuna importante na formagdo dos mestres e doutores da novssa instituicdo que ndo
possui cursos de graduacao.

A ideia surgiu em 2007, e desde sua primeira edicdo, os cursos de férias do I0C ver-
sam sobre temas relevantes da area de pesquisa em saude no Brasil. De 2007 a 2012,
foramrealizadas 11 edicdes dos Cursos de Férias, nas versdes verao e inverno, tendo sido
oferecidas as mais variadas disciplinas, corrdenadas por mais de 50 pesquisadores do
|OC, envolvendo centenas de mestrandos e doutorandos e mais de 1.000 alunos oriundos
de dezenas de universidades de todo o pals.

Desde oinicio, um estimulo adicional aos professores do curso foi o desenvolvimento
de material didatico original para servir de apoio as aulas tedricas e praticas. O resulta-
do desse esforco coletivo se traduz nesta colecdo. Os textos foram desenvolvidos em
linguagem simples e objetiva e conteldo inovador, abordando temas tranversais em bio-
ciéncias. Assim, desenvolvemos fascilulos para a formagao de jovens cientistas na van-
guarda do conhecimento em areas que apresentam hibridismo e multidisciplinaridades
absolutamente crusciais para o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico do pats.

Estamos convencidos de que este material permitira aos leitores acesso rapido e fa-
cil a conteddos ndo abordados durante a graduacao, além de possibilitar a integracao de
atividades didaticas e o estimulo a redacdo cientifica entre pds-graduandos do |OC.

Boa leitura.

Helene S. Barbosa
Milton O. Moraes
Rubem F. 5. Menna-Barreto



Nota dos organizadores

A criacdo dos Cursos de Férias foi uma importante iniciativa do Instituto Oswaldo
Cruz, cuja principal proposta foi minimizar deficiéncias de disciplinas oferecidas na gra-
duacgdo, bem como estimular o desenvolvimento do pensamento cientifico em varias
areas da Saude no pals, e possibilitar a experiéncia em aplicagdes praticas nos temas
abordados.

Esta apostila corresponde a compilagdo das duas primeiras edigdes do curso de Imu-
nofarmacologia. Sua estruturagdo foi voltada para o aprendizado de aspectos basicos
em Imunologia e a compreensdo de processos patoldgicos relacionados ao sistema
immune, bem como o conhecimento de conceitos de Farmacologia necessarios a com-
preensdo das intervencdes terapéuticas relevantes na pratica clinica.

E o produto final de um extenso trabalho de pesquisa por parte dos professores (alu-
nos de pos-graduacdo), e também do  exercicio de discussdo com os coordenadores,
resultando em um processo rico de troca de informacdes e amadurecimento mutuo.
Contamos, também, com a contribuicdo inestimavel de um grupo de pesquisadores in-
ternos e externos a instituicdo, que realizou um trabalho de revisdo bastante criterioso,
fazendo desta apostila uma ferramenta Util para consulta de bibliografia basica e dida-

tica complementar.

Patricia Machado Rodrigues e Silva
Patricia Torres Bozza
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1.1. Introduca@o

Para facilitar o entendimento de como surgiu o conceito de Imunologia e auxiliar a
compreensdo dos mecanismos envolvidos na resposta imunoldgica, é importante se
compreender melhor como surgiu o termo Imunidade e quais acontecimentos historicos
marcaram sua descoberta. Inicialmente, vamos fazer um breve historico dos principais
acontecimentos que cunharam o termo Imunidade. O termo Imunidade €é derivado do
Latim immunitas, que se refere as isen¢des de taxas oferecidas aos senadores roma-
nos durante seu mandato politico, os quais estavam protegidos pela lei, ndo sendo pu-
nidos por ndo pagar impostos, diferentemente do resto da populagdo. Desta forma, o
termo immunitas refere-se a protecdo. Em 1798, Edward Jenner, um meédico inglés, fez
as primeiras observacdes de que mulheres que trabalhavam ordenhando vacas desen-
volviam uma forma muito branda da variola humana, doenga que acometia grande parte
da populagdo naquele momento e causava grande numero de mortes na Europa. Este
médico logo relacionou que estas mulheres se infectavam com o virus da variola davaca,
processo pelo qual se gerava uma protecdo contra a forma grave da variola humana. A
partir dai, ele prop0s a inoculagdo do liquido de pustulas de variola da vaca em indivi(-
duos saudaveis, que foram posteriormente infectados com o virus da variola humana,
e nao desenvolveram a doenga, assim como ele esperava. Edward Jenner desenvolveu,
desta forma, a primeira vacina contra a variola, e cunhou a palavra vacina derivada do la-
tim vacca. Portanto, historicamente IMUNIDADE representa protecdo a doengas, mais

I0C/Fiocruz - SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 1



Vol.2

12

| IMUNOFARMACOLOGIA

especificamente contra doencas infecciosas. A IMUNOLOGIA é o estudo da imunidade,
ou seja, os eventos moleculares e celulares que ocorrem quando o organismo entra em
contato com microrganismos ou macromoléculas estranhas. As barreiras fisicas, quimi-
cas e bioldgicas juntamente com as células e seus mediadores efetores responsaveis
pela imunidade constituem o SISTEMA IMUNOLOGICO.

A defesa do hospedeiro contra micro-organismos patogénicos é realizada pelo sis-
tema imunolégico, o qual é dividido, para fins didaticos, em dois tipos: imunidade inata
e imunidade adquirida. Ambos componentes reconhecem micro-organismos invasores
como ndo-proprios. Esse processo leva a eliminacdo destes micro-organismos, em de-
corréncia darespostaimune.

A resposta imune inata € mediada por uma variedade de células de origem mieldide
(tais como macréfagos, células dendriticas, mondcitos, neutréfilos e eosindfilos) e lin-
foide (células matadoras naturais ou células NK) as quais podem rapidamente exercer
suas funcOes efetoras através de um repertdrio restrito de receptores. Estes recepto-
res reconhecem padrdes moleculares e possuem especificidade limitada . Por exemplo,
hareceptores que reconhecem RNA fita dupla presente em células infectadas por virus;
qualquer virus cujo material genético € RNA, ndo um tipo de virus em particular. Em con-
traste, a resposta imune adaptativa € mediada por células de origem linféide (linfdcitos
B e T) que expressam clonalmente uma enorme variedade de receptores antigénicos es-
pecificos a por¢des pequenas das moléculas, os denominados epitopos. Assim, ha varios
clones de células especificas a porcdes diferentes damesma molécula de um determina-
do patdgeno. Estes receptores sdo produzidos por recombinagfes somaticas sitio-es-
pecificas e ocorrem apenas nos linfocitos e sdo denominados receptores de linfdcitos
T(TCR) e receptores de linfocitos B (BCR).

A resposta imunologica adaptativa é caracterizada pela sele¢do clonal de lin-
fécitos antigeno-especificos, os quais geram uma resposta protetora de longa duragao
contra doencas, denominada memaria imunolégica. Ao contrario da imunidade adapta-
tiva, a imunidade inata ndo gera memdria imunolégica. A fungdo essencial da imunidade
inata consiste na sua habilidade em gerar uma rapida resposta, agindo diretamente no
patégeno e essencialmente do mesmo modo a infeccBes repetidas. E importante ressal-
tar que a resposta imune inata e a adaptativa interagem entre si e atuam em conjunto,
compondo assim o sistema imunologico.

A imunidade inata também possuiimportante papel no controle e modulagdo dares-
posta imunoldgica adaptativa. Receptores celulares ndo-clonais de neutrofilos e mono-
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citos/macréfagos ou ainda de células endoteliais, por exemplo, sdo capazes de induzir a
resposta celular. Essa resposta pode incluir fagocitose, liberagdo de citocinas pro-infla-
matorias, tais como, Fator de Necrose Tumoral (TNF) e interleucina - 1(IL-1), e nos casos
de células apresentadoras de antigenos, o aumento da expressao de moléculas co-esti-
muladoras, tais como, B7-1(CD80) e B7-2 (CD86).

Em termos evolutivos, a resposta imune inata € bem mais antiga do que a respos-
ta imune adaptativa, sendo primeiramente descrita nos invertebrados. Ja a imunidade
adaptativa foi primeiramente observada nos vertebrados. Embora a resposta imune
adaptativa tenha sido um dos principais focos das pesquisas em Imunologia no passado,
os recentes avangos no entendimento da imunidade inata como um mecanismo de defe-

sa primitivo tém aumentado cada vez mais o interesse nessa area.

A principal hipdtese e mais bem aceita sobre a origem da resposta imune adapta-
tiva é que um grande numero de genes, incluindo aqueles codificantes das imunog|lo-
bulinas, moléculas de MHC classe | e Il, TCRs o e TCRs 3, bem como os processos
celulares e os drgdaos que medeiam a imunidade adaptativa, surgiram ao longo de um
curto periodo evolucionario, com um ancestral comum dos vertebrados mandibulados

modernos.

Apesar das imunoglobulinas terem sido descobertas ha mais de 100 anos atras, so-
mente na década de 70, comegamos a entender melhor como funciona a geragao da di-
versidade das imunoglobulinas ou dos BCRs através da deteccdo dos genes envolvidos
nas hipermutagBes somaticas e dos rearranjos das regides VDJ (Variable Diversity Joi-
ning). Ja na década de 80, onde os TCRs foram descobertos, foi um consenso geral que
os TCRs e os BCRs compartilhavam um ancestral comum, baseado em seus dominios
organizacionais génicos similares e o mesmo mecanismo de geracdo de diversidade.
Posteriormente, houve a descoberta de que alguns genes codificadores de enzimas que
tinham a capacidade de gerar um rearranjo dos genes dos TCRs e BCRs e pela hipermu-
tacdo dos genes dos BCRs, poderia ocorrer por transferéncia horizontal. Estas enzimas
foram denominadas RAGs (Recombination Activating Genes) e foram determinantes no
entendimento da origem daresposta imune adaptativa.

A capacidade que o sistema imunologico dos vertebrados tem de responder a ind-

meros antigenos de um modo tdo especifico &, portanto, em decorréncia da enorme
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diversidade de linfocitos B e T, cada qual com um receptor particular. Essa diversidade
é consequiéncia da recombinacdo dos elementos V, D e J, presentes nos loci dos genes
que codificam para os receptores linfocitarios (recombinacgdo V(D)J). Esta reacdo € ca-
talisada por um conjunto de moléculas ubiquitarias envolvidas na reparacao do DNA e
pelas recombinases RAGs (RAG-1e RAG-2). Essas proteinas foram fundamentais para a
recombinacao e rearranjo génico das regides responsaveis pela variabilidade dos recep-
tores de linfécitos B e T, caracteristicos da resposta imunologica.

Mas, como esta diversidade génica surgiu nos vertebrados ao longo da evolugdo?
Evolutivamente, antes do surgimento dos vertebrados mandibulados, existiam os ag-
nathas (do grego sem maxilas), vertebrados mais primitivos onde se agrupavam peixes
sem mandibulas, como por exemplo, as lampreéias. Esses animais possuiam um sistema
de reconhecimento primitivo, mas capaz de reconhecer uma variedade de patégenos in-
vasores. O aparecimento dos condrictes permitiu o contato desses animais com uma
gama ainda maior de patdgenos, uma vez que a presenca de mandibulas possibilitou a
alimentacdo de animais maiores. Desta forma, a maior variedade de alimentos alcancada
pelos vertebrados mandibulados com o aparecimento da mandibula, selecionou indivi-
duos que apresentavam as RAGs inseridas em seu genoma. Acredita-se que os genes
das RAGs tém uma origem procaridtica ou viral, e que se inseriram, ao longo da evolugao,
no genoma ancestral dos vertebrados mandibulados por transferéncia horizontal, ha

cercade 450 milhGes de anos.

Aresposta imune inata abrange mecanismos que ja existem antes da infeccdo, e que
sdo capazes de rapidas respostas aos microbios e que reagem essencialmente do mes-
mo modo a infec¢Bes repetidas. Os principais componentes que medeiam a resposta
imune inata sdo: (1) as barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas, tais como os epitélios e as
substancias antimicrobianas produzidas nas superficies epiteliais; (Il) as diferentes cé-
lulas fagociticas e células NK; (lIl) as proteinas do sangue incluindo membros do sistema
complemento e outros mediadores da inflamacao; e (IV) proteinas chamadas citocinas,
que regulam e coordenam varias atividades celulares.

Desta forma, no inicio de um processo infeccioso no organismo, os primeiros obsta-
culos a serem ultrapassado por patdgenos sdo as barreiras fisicas (as quais sdo consti-

tuidas pela pele, muco e cilios), barreiras quimicas (as quais sdo constituidas pela saliva,
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suor, lagrimas, enzimas digestivas, lisozimas, urina, lactoferrina) e as barreiras biologi-

cas (as quais sdo constitu{das pela microbiota benéfica endégena do organismo).

Em seguida, os patogenos terao que interagir com as células darespostaimune inata,
com seus receptores e com todos os mecanismos inflamatorios que estardo reconhe-

cendo e combatendo a infecgdo.

A hematopoese € o processo de geracao de células do sangue, incluindo eritroci-
tos, leucacitos e plaquetas. Apds o nascimento, essa funcdo hematopoética e exer-
cida pela medula 6ssea, que contem as células progenitoras comprometidas com
todas as linhagens sanguineas. Células hematopoéticas primordiais sdo definidas
como celulas que possuem a capacidade de se auto-renovar. Elas também s&o pluri-
potentes, ou seja, capazes de se diferenciar em varias linhagens ou tipos celulares.
Na medula 6ssea, esta célula primordial, na presenca de células do estroma, matriz
extracelular e sob a acao de diversos fatores de crescimento e citocinas, ira originar
dois grandes progenitores, que sdo os mieloides e os linfoides, os quais geram todas
as células do sistema imune. Veremos abaixo com mais detalhes, algumas células

que participam da resposta imune inata.

> NEUTROFILOS: s3o células que apresentam nticleo multilobulado (geralmente
com 3 a 5 lobulos unidos por um filamento delgado). Possuem citoplasma com dife-
rentes granulos, os quais estdo repletos de proteinas pro-inflamatdrias e podem ser
classificados em 3 tipos: (I) granulos azurofilicos (primarios) que estdo diretamente
relacionados com a atividade microbicida destas células, e se apresentam bastante
elétron-densos e contém mieloperoxidade; (I1) granulos especificos (secundarios) os
quais contém lactoferrina que tem a capacidade de se ligar ao ferro e tem atividade
bactericida; (Ill) granulos gelatinase (tercidrios) os quais contém metaloproteinase 9.
Constituem uma das células mais abundantes daresposta imunoldgica inata e sdo ge-
ralmente as primeiras células a chegarem ao local da infeccdo ou injuria. Os neutrofilos
apresentam também um interessante mecanismo microbicida chamados NET (Neu-
trophil Extracellular Traps) que consiste no extravazamento de componentes nuclea-
res e granulares para o meio extracelular que auxiliam na contenc¢ao fisica do micro-or-

ganismo, bem como na sua morte celular.
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> EOSINOFILOS: s3o muito menos numerosos do que os neutrofilos, constituin-
do apenas 2-3% do total de leucdcitos. Seu nucleo, em geral, é bilobulado. O citoplas-
ma dos eosinofilos é quase inteiramente ocupado por granulos especificos. O reticulo
endoplasmatico, as mitocdndrias e o aparelho de Golgi sdo pouco desenvolvidos. Esta
célula exerce importante papel na defesa contra parasitos e em reagdes alérgicas. Uma
vez ativados, os eosinofilos induzem uma resposta inflamatoria através da produgao e
liberagdo de seus granulos catidnicos. Os principais componentes de seus granulos e que
exercem uma potente atividade citotoxica em parasitos, mas que tambem podem cau-
sar injurias teciduais, sdo: (1) a proteina catiénica basica (as quais apresentam toxicidade
a parasitos, induzem desgranulagdo de mastdcitos e basdfilos); (Il) proteina catibnica
eosinofilica (as quais causam poros na membrana da célula alvo, permitindo a entrada
de moléculas citotoxicas); (Ill) neurotoxinas (as quais sdo ribonucleases com proprieda-
des antivirais), e (V) peroxidases (as quais formam espécies reativas de oxigénio e dxido
nitrico, promovendo o estresse oxidativo na célula alvo, e causando morte celular por
apoptose e necrose). Os eosindfilos sdo células com capacidade de realizar fagocitose
e também de apresentar antigenos aos linfocitos T, principalmente aos linfécitos TCD4+
através da expressdo de moléculas MHC de classe II. Estudos recentes demonstraram
que os eosindfilos também sdo capazes de formar armadilhas extracelulares semelhan-
tes aquelas observadas em neutrdfilos, porém denominadas aqui de EETs (Eosinophil

Extracellular Traps).

> MACROFAGOS: s3o células grandes e consistem na forma madura do mondcito,
sdo ceélulas com altissimo poder fagocitario, e podem permanecer por um longo periodo
(meses a anos) nos tecidos. Possuem fungdes de extrema importancia para o sistema
imunoldgico como: apresentar antigenos, fagocitar patogenos e restos celulares e pro-
duzir citocinas. Os macrofagos podem ser polarizados em dois tipos, conforme o tipo de
funcdo efetora que ele exerce e a que ambiente ele foi exposto: macrofagos M1 ou M2.
De forma geral, esta nomenclatura foi escolhida porque macrofagos M1 e M2 promovem
uma resposta do tipo Thi e Th2, respectivamente. Macrofagos polarizados em M1 sdo
aqueles que foram expostos a citocinas do tipo Th1. Eles possuem caracteristicas cito-
toxicas, secretam grandes quantidade de citocinas pro-inflamatorias como IFNy e pos-
suem atividade microbicida e tumoricida. Eles ndo conseguem sintetizar rapidamente

arginase e, portanto, sdo capazes de converter arginina em oxido nitrico, e exercer sua
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funcdo microbicida. Ja os macrofagos polarizados em M2 sdo aqueles que foram expos-
tos a citocinas do tipo Th2, estdo envolvidos no reparo tecidual através da estimulacdo
de fibroblastos e deposicao de matriz extracelular, secretam citocinas do tipo Th2, tais
como IL-4, IL-13 e IL-10, sintetizam arginase, a qual inibe a producado de oxido nitrico e,

portanto, permite a produgdo de ornitina (um precursor de hidroxiprolinas e poliaminas).

> BASOFILOS: s3o células com nticleo volumoso, com forma retorcida e irregular.
A membrana plasmatica dos basofilos, assim como a dos mastécitos, possuireceptores
para a imunoglobulina E (IgE). Eles liberam seus granulos para o meio extracelular, sob a
acao dos mesmos estimulos que promovem a expulsdo dos granulos dos mastocitos. No
entanto, apesar das semelhancas, basdfilos e mastdcitos ndo sdo formas diferentes do

mesmo tipo celular, pois se originam de precursores diferentes.

> MASTOCITOS: s&o células pouco encontradas na circulacdo sanguinea, normal-
mente seus progenitores hematopoéticos migram da medula dssea e se diferenciam in
situ, de acordo com as caracteristicas peculiares daquele microambiente. Os mastdci-
tos sdo celulas com citoplasma extremamente rico em granulos que podem armazenar
potentes mediadores quimicos da inflamagdo, como a histamina, heparina, ECF-A (fator
quimiotaxico dos eosinofilos), SRS-A, serotonina e fatores quimiotaxicos dos neutrofi-
los. Os mastocitos possuem receptores de superficie com alta afinidade a por¢do Fc das
imunoglobulinas IgE, denominados FceRI. A ligagdo deste receptor com a IgE induz uma
potente desgranulacdo desta celula e liberagdo do seu contetdo citoplasmatico no meio

extracelular, causando forte reacgdo inflamatoria.

> CELULAS NK: s3o células peculiares que possuem um progenitor linféide e foram
inicialmente caracterizadas como linfécitos, mas que participam da resposta imune ina-
ta. Estas celulas possuem atividade citotoxica rapida, induzindo diretamente a morte
de celulas tumorais e células infectadas por virus. Sdo grandes produtoras de citocinas
pro-inflamatorias como IFNy e TNF, bem como de citocinas imunossupressoras como a
IL-10, além de secretar diversos tipos de quimiocinas, como MCP-1, MIP1-¢, MIP1-B, RAN-
TESe|L-8. Estas células possuem receptores de ativagdo e de inibigdo, os quais contro-

lam seus processos de ativagao e desativagdo, respectivamente.

> CELULAS DENDRITICAS: Células dendriticas podem ser encontradas na sua forma

imatura as quais sao altamente eficientes em capturar antigenos, ou na sua forma madura
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as quais sdo muito eficientes em apresentar antigenos. Sdo células especializadas em cap-
turar e apresentar antigenos aos linfdcitos virgens, e sdo, portanto, consideradas a ponte
entre a imunidade inata e a imunidade adquirida. As células dendriticas residem no tecido
periférico, como pele, figado e intestino onde capturam antigenos, tornam-se ativadas e
migram para os linfonodos regionais. Nestes locais ocorre o processamento e a apresen-
tagdo de antigenos proteicos ou lipidicos aos linfocitos T virgens. Elas possuem diferentes
moléculas co-estimulatorias em sua superficie expressas em maior densidade que outras
céelulas apresentadoras de antigenos, como CD80, CD86 e CD40, as quais fazem destas

células as melhores apresentadoras de antigenos a linfocitos T virgens.

O processo de fagocitose foi primeiramente descrito com os importantes achados
de Elie Metchnikoff. Em 1871, Metchnikoff descobriu que larvas de estrelas do mar em
contato com espinhos de rosa, apresentavam um mecanismo celular, com a presenca
de celulas com a capacidade de englobar patogenos invasores e induzir uma resposta
potente e protetora. Desde entdo, ficou cada vez mais claro que a fagocitose é um dos
mais importantes processos que medeiam e controlam as fungdes efetoras darespos-

ta imune inata.

Células especializadas como macrofagos, monadcitos e neutrofilos, cuja principal
funcdo € remover grandes patogenos - como bactérias e leveduras ou alternativamente
grandes debris celulares e/ou corpos apoptodticos -, utilizam-se primariamente da fa-
gocitose para realizar essa tarefa. Os eventos envolvidos na fagocitose sdo altamente
regulados e envolvem receptores especificos de membrana.

Em células fagociticas, a captura de patdgenos é conduzida pela associacdo de di-
versos tipos de moléculas (por exemplo, os anticorpos e as unidades do sistema com-
plemento) a superficie do patégeno (opsonizagdo), seguida pelo reconhecimento destas
moléculas por receptores na superficie da célula e fundamentalmente da associa¢do
destes receptores as moléculas aderidas ao patdgeno (opsoninas). Esta associacdo pro-
move expansdes da membrana celular, dependente de actina, que culmina com o englo-
bamento do patégeno e, conseqiientemente, sua internalizagao.

Uma vez internalizado, o patégeno é envolvido em uma vesicula (endossoma) que em
seguida é fundido com a outra ves{cula contendo diversas enzimas, o lisossomo. A ativi-
dade enzimatica da nova vesicula agora formada (fagolisossomo) destrdi o patégeno. De
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forma simples, podemos entender que a fagocitose € um mecanismo importantissimo
do organismo que o protege contra a invasdo de agentes infecciosos.

HOOO

Fig.1.1 Representacdo do processo de fagocitose de uma bactéria opsonizada, com a fu-
sdo do vacuolo parasitéforo com o lisossoma, formando o fagolisossoma. A acdo

de enzimas no interior do fagolisossoma destrdi a bactéria.

As células da resposta imune inata apresentam Pattern Recognition Receptors
(PRRs) que sdo responsaveis por detectar a presenca de micro-organismos ou a in-
juria celular e tecidual de um microambiente. Eles sdo capazes de reconhecer Pa-
thogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs), bem como Damage-Associated
Molecular Pattern Molecules (DAMPs). Estes receptores tém esta nomenclatura em
virtude de possuirem certa especificidade aos seus ligantes. Desta forma, um tipo
de receptor reconhece apenas DNAs, ou RNAs, ou determinadas proteinas, ou car-
boidratos, por exemplo.

Existem diferentes tipos de receptores de reconhecimento padrdo, onde podemos
ressaltar 4 familias importantes de PRRs: proteinas transmembranares, tais como, (I) re-
ceptores do tipo Toll (TLRs) e (Il) receptores de lectina tipo C (CLRs); bem como proteinas
citoplasmaticas, como receptores do tipo RIG-I genes induziveis do acido retinoico (RLRs)
e receptores do tipo NOD (NLRs). Dentre os PRRs, os TLRs s&o os mais bem estudados e

compreendidos até o momento, e por esta razdo vamos analisa-los com mais detalhes.

Em 1996, foi descrito na mosca de frutas, Drosophila melanogaster, que o receptor Toll,
envolvido com sua polarizagdo dorso-ventral, também era responsavel pela resposta imune
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na infecgdo contra fungos. Este estudo possibilitou que imunologistas percebessem que a
imunidade inata pode detectar a invasdo por microrganismos. Subseqtientemente, foram
descritos diversos homologos do receptor Toll de Drosophila em mamiferos, designados
agora como receptores do tipo Toll, pertencentes a classe de receptores de reconhecimento
de padrdes moleculares.

Os TLRs tém a capacidade de reconhecer patdgenos ou produtos derivados de pato-
genos e iniciar umaviade sinalizagdo que leva a ativagdo daimunidade inata do hospedei-
ro. Todos os TLRs contém uma regido extracelular rica em repetices de leucinas (LRRs)
e uma regido intracelular similar ao receptor de interleucina-1 (TIR) que pode recrutar
proteinas adaptadoras, como por exemplo a MyD88, e ativar uma cascata de sinalizacdo
celular, a qual culmina com a producdo de citocinas, quimiocinas, eicosandides e molécu-
las antimicrobianas. Portanto, a sinalizacdo por TLRs ativa arespostaimune inata e pode
consequentemente modular aresposta imune adaptativa.

Existem atualmente 13 tipos de TLRs. Foram identificados em humanos 10 recepto-
res tipo toll (TLR1-10) e 12 TLRs em camundongos (TLR1-9, TLR11-13).

Sua localizagdo celular varia conforme o tipo de receptor: TLR1, TLR2, TLR4 e TLRS5,
por exemplo, estdo localizados na superficie damembrana celular, enquanto TLR3, TLR7,
TLR8 e TLR9 sdo receptores intracelulares localizados na membrana de endossomos e
lisossomos.

Cada TLR e capaz de reconhecer diferentes padrdoes moleculares associados a pato-
genos (PAMP). TLR4, por exemplo, reconhece lipopolissacarideo (LPS) derivado da pa-
rede de bacterias gram-negativas; TLR2 reconhece peptideoglicano, o qual € abundante
embacterias gram-positivas, alemde lipoproteinas e acido lipoteicoico; TLR3 reconhece
fita dupla de RNA proveniente de virus; TLR7 e TLR8 reconhecem fita simples de RNA
viral; TLR5 reconhece flagelina de bactérias; TLRQ reconhece regides CpG de DNA ndo
metiladas encontradas abundantemente em genomas de procariotos e virus; TLR11 re-
conhece profilina de protozoarios, TLR13 reconhece RNA ribossomal 235 de bactérias
gram-positivas e gram-negativas.
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Patégeno intracelular

Fig.1.2 Esquema de reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos ex-
tracelulares e intracelulares pelos receptores Toll-like.

Além dos TLRs, aimunidade inata também conta com a agdo dos membros da familia
dosreceptores do tipo NOD ou NLR (NOD-like receptors). Atualmente, cerca de 23 genes
da familia NLR foram descritos em humanos, enquanto 34 genes ja foram identificados
em camundongos. A estrutura desses receptores é basicamente dividida em trés regi-
Jes, que consistem de uma porc¢do C-terminal ricaem leucina (LRRs) e uma porc&o N-ter-
minal de recrutamento de caspase (CARD) ou pirina (PYD); e um dominio central NACHT.
Analises filogenéticas revelaram trés distintas subfamilias dentro da familiaNLR: a sub-
familia dos NODs (NOD1-2, NOD3/NLRC3, NOD4/NLRC5, NOD5/NLRX1, CIITA), a subfa-
milia dos NLRPs (NLRP1-14, também chamados NALPs) e a subfamilia do IPAF (NLRC4 e
NAIPs). Recentemente, varios estudos tém demonstrado a importéncia desses recepto-

I0C/Fiocruz - SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Cap.1

21



Vol.2

22

| IMUNOFARMACOLOGIA

resnaimunidade contra patogenos intracelulares, pois eles sdo capazes de se oligomeri-
zar e participam na formacdo de um complexo multiprotéico denominado inflamassoma.
Este complexo é responsavel pela clivagem e ativacao de caspase-1, que exerce um papel
fundamental no processamento e secre¢do das interleucinas (IL) pré-inflamatérias IL-18
e IL-18. Dois sinais sdo necessarios para a producdo de IL-18 e IL-18, um deles é a sinali-
zacao por PRRs que leva a ativacgdo do fator de transcricdo NF-xB, induzindo a sintese
de pré-IL-1B e pro-IL-18. O segundo sinal consiste no processamento proteolitico desses
precursores em suas formas reativas via caspase-1, a qual é ativada pelo inflamassoma.
Além disso, a ativacdo de caspase-1também leva a morte celular por piroptose.

Até o momento, 4 inflamassomas foram identificados: NLRP1, NLRP3,NLRC4 e AIM2.
A formacao dos inflamassomas NLRP1, NLRC4 e AIM2 é promovida por estimulos espe-
cificos. NLRP1, que foi o primeiro inflamassoma a ser descrito, € ativado principalmente
pela toxina letal proveniente do Bacillus anthracis. Ja o inflamassoma AIM2 é ativado
por fitas duplas de DNA de virus e bacteérias, enquanto o inflamassoma NLRC4 responde
aproteina bacteriana flagelina e PrgJ, um componente do sistema de secrecdo tipo lll. O
inflamassoma NLRP3 é atualmente o mais bem caracterizado inflamassoma, o qual res-
ponde a inimeros estimulos fisicos e quimicos. Dentre estes estimulos, podemos desta-
car: glicose e ATP extracelulares, cristais de urato monossaédico (MSU), colesterol, silica,
asbestos, sais de aluminio, hemozoina malarial, depdsitos amildides e acidos graxos.

Considerando a diversidade quimica e estrutural dos ativadores do inflamassoma
NLRP3, € mais provavel que a ativagdo do inflamassoma NLRP3 ndo ocorra via a ligagdo
direta com seus ativadores, e sim atraves de sinais intracelulares intermediarios induzi-
dos por estes ativadores. Podemos citar como exemplos destes sinais intracelulares in-
termediarios: o efluxo de potassio, formacdo de poros na membrana celular, o dano lisos-
somal, a elevagdo da producdo de espécies reativas de oxigénio e o dano mitocondrial.

A ativacdo dos inflamassomas deve ser firmemente controlada, caso contrario have-
ra o estabelecimento de doencas autoinflamatorias, como por exemplo a febre mediter-
ranea. Portanto, os inflamassomas devem ser rapidamente ativados e serem capazes de
exercer sua atividade efetora de forma eficiente, mas deve em seguida ser regulado ne-
gativamente para se evitar danos colaterais desnecessarios. A regulagdo negativa dos
inflamassomas pode ser feita através da inducdo da autofagia, producdo de interferons
do tipo | e linfocitos T, microRNAs e producdo de dxido nitrico.
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A imunidade adaptativa ou adquirida, diferentemente da inata, apresenta reconheci-
mento especifico de epitopos com distribui¢ao mais restrita, podendo discernir por¢des
diferentes de uma mesma proteina, por exemplo. Além disso, a imunidade adaptativa
desenvolve memoria de uma resposta ocorrida. Esta ultima caracteristica viabiliza uma
resposta aumentada a cada exposicdo subsequente a uma determinada molécula. O sis-
tema imunologico adquirido é capaz de reconhecer e reagir aum grande numero de subs-

tancias, microbianas ou ndo, de forma mais especifica que o sistema imunoldgico inato.

As substancias que induzem uma resposta imunoldgica especifica sdo chamadas de
antigenos, os quais sdo definidos como qualquer molécula que se liga a um anticorpo ou
aum receptor de célulaT(TCR). O anticorpo liga-se a antigenos proteicos, lipidicos e po-
lissacarideos, ja o TCR liga-se somente a antigenos de origem proteica. O antigeno que
induz a resposta imunoldgica é denominado de imundgeno. Um imundgeno ou patégeno
pode ser formado por varios antigenos e cada antigeno pode conter varios epitopos, a
qual € uma porcdo especifica do antigeno reconhecida pelos receptores da imunidade
adaptativa. Antigenos que contém apenas um epitopo, frequentemente, ndo sdo capa-

zes de promover umaresposta, a menos que estejam ligados a macromoleculas.

Como vimos anteriormente, a imunidade inata é o mecanismo de defesa filogeneti-
camente mais antigo, existindo em todos os organismos multicelulares. Diferentemente
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da inata, a imunidade adaptativa esta presente a partir dos vertebrados mandibulados
sendo que os vertebrados ndo mandibulados n3o apresentam vestigio de imunidade
adaptativa.

A evolugdo da imunidade adaptativa parece ter sido possivel devido a invasdo de um
elemento de transposi¢do carreando um gene semelhante ao gene de imunoglobulina.
Esse fendmeno pode ter gerado a habilidade de promover o rearranjo genético, confe-
rindo maior diversidade aos receptores dessa resposta. A persisténcia da imunidade
adaptativa sugeriu que tenha ocorrido uma sele¢do positiva nos organismos que faziam
rearranjo somatico dos seus receptores.

Observou-se no fim do século XX que as enzimas recombinases denominadas RAG-1e
RAG-2 participavam narecombinacdo de fragmentos de DNA, num processo semelhante
ao de transposi¢do. Essas enzimas clivam os genes naregido V(D)J e promovem a recom-
bina¢do desses genes, favorecendo uma grande variabilidade nos receptores que par-
ticipam da imunidade adquirida. Esse processo sera melhor detalhado posteriormente.

E importante ressaltar que as respostas imunes adaptativas s30, em sua maioria, de-
pendentes das celulas que participam da imunidade inata. Podemos pensar naresposta
imune adaptativa como um processo que ocorre apos a resposta imune inata acentuan-
do os mecanismos de defesa da ultima.

2.4.1.Linfocito T

Os linfdcitos T sdo as células que medeiam a resposta imune celular. Origi-
nam-se na medula dssea e amadurecem no timo, onde sdo selecionados com
base nasuahabilidade de distinguir o que é proprio ou ndo proprio no hospedei-
ro. Os linfdcitos T sdo células da imunidade adquirida que possuem receptores
membranares denominados TCR capazes de reconhecer peptideos associados
a proteina de membrana denominada complexo principal de histocompatibi-
lidade (MHC) de uma célula (descrito posteriormente). Diferentemente dos
anticorpos, estas células ndo reconhecem antigenos soluveis. Cada linfécito
expressa um receptor de antigeno com especificidade diferente, o que pos-
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sibilita o reconhecimento e resposta contra virtualmente qualquer antigeno.
Essa diversidade é conferida pelo rearranjo somatico dos genes que geram o
receptor de célula T (TCR), realizado pelas recombinases RAG-1e RAG-2. 0 TCR
reconhece em sua maioria antigenos proteicos que antes foram reconhecidos,
processados e apresentados como peptideos, pelo MHC, expressos nas mem-
branas plasmaticas das células apresentadoras de antigenos (APC).

Os linfocitos T sdo constituidos, principalmente, por duas populagdes fun-
cionalmente distintas denominadas de linfocitos T CD4 auxiliar (ou helper) e
linfécitos T CD8 citotodxicos (CTL). As células TCD4* sdo chamadas de auxiliares
(Th) porque regulamarespostaimune humoral e celular. Os linfocitos Th podem
ainda diferenciarem-se em Th1 e Th2 baseado nos seus perfis de expressao de
proteinas durante a fase de reconhecimento do antigeno. Mais recentemente
foram distinguidas novas subpopulacdes de células CD4 Th denominadas Thi7.
Falaremos mais sobre a fungao destas células posteriormente.

Para melhor compreensdo do reconhecimento dos antigenos pelas celulas T
falaremos um pouco sobre o complexo de histocompatibilidade principal.

2.4.1.1. MHC

OMHC é uma proteina heterodimérica expressa na membrana celular de todas as cé-
lulas nucleadas. Essas proteinas ligam-se aos antigenos proteicos presentes nas células
e os apresentamnamembrana plasmatica. O complexo MHC associado ao antigeno pode
ser reconhecido pelos receptores TCR das células T. Os MHCs s&o altamente variaveis,
ouseja, possuem grande polimorfismo. As moléculas de MHC podem ser do tipo classico
ou ndo-classico. Como as moléculas de MHC ndo-classicas estdo, em sua maioria, asso-
ciadas a funcdo de células do sistema imune inato, neste capitulo abordaremos apenas
as moleculas de MHC classicas. Ha duas classes de MHC do tipo classico: MHC de classe
|, que sdo reconhecidos pelos TCD8, e sdo expressos em todas as células nucleadas, e o
MHC de classe Il que sdo reconhecidos pelos TCD4", e sdo expressos apenas nas células
apresentadoras de antigenos especializadas como as células dendriticas, os macréfa-
gos e os linfocitos B. Os MHC de classe Il também podem ser encontrados em outros
tipos celulares, como células endoteliais e epiteliais do timo. Os detalhes sobre a forma-

cdo dadiversidade do MHC serdo abordados posteriormente.
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2.4.1.2. Linfécito T CD4 auxiliar

O linfocito T CD4 foi denominado linfocito auxiliar, pois interage com
diversas celulas atraves da secrecdo de citocinas, orquestrando a res-
postaimune. Esse subgrupo de linfocitos pode ativar os macrofagos nas
respostas imunologicas mediadas por células e promovem a producgdo
de anticorpos, além de promover a ativacdo e/ou o recrutamento de de-

mais leucocitos.

Quando ativadas, as células T CD4 diferenciam-se em subgrupos de
células efetoras, os quais sdo distinguidos pelo perfil de citocinas que
expressam. Rotineiramente divide-se essa populacdo entre células com
perfil Th1 e Th2. As células Th1 estdo associadas com propriedades mi-
crobicidas de células fagociticas, protegdo contra patdgenos intracelu-
lares e a indugdo da produgdo de anticorpos IgG pelos linfocitos B (lg-
G2a). As células Th2 estimulam a resposta imunoldgica humoral através
da ativacdo de linfocitos B e, consequentemente da producdo de diver-
sos isotipos de imunoglobulina (IgE, IgG1 e IgA). Além disso, tais células
promovem a protecao contra helmintos. Hoje se sabe que alem desses
subgrupos existem também as células Th17, cuja funcdo recém-estabe-
lecida é a protecdo contra bactérias extracelulares. Devemos ressaltar
que a exacerbacdo da acdo dessas células pode resultar numa resposta
danosaao organismo como visto em patologias sistémicas, na alergia, na
asma e nas doencas autoimunes.

Algumas celulas T CD4 ndo sdo auxiliares e estdo envolvidas na
manutencao da tolerancia imunologica e na regulacdo da resposta
imune, sendo chamadas de células T regulatdrias, ou Tregs. As prin-
cipais populacdes de celulas T regulatorias estudadas sdo as Treg
naturais derivadas do timo (caracterizadas pela expressdo de CD4*
CD25'Foxp3’) e células Treg induzidas por antigeno na periferia,
produtoras de IL-10 e TGF-B (as quais podem ser Foxp3* ou Foxp3).
Estas citocinas sdo mediadores anti-inflamatdrios capazes de inibir
a resposta celular de diversas células efetoras na inflamacao, como
linfocitos T CD4 e células dendriticas. Além da producao de citocinas
anti-inflamatorias as Treg também induzem a supressao por contato
(engajamento de GITR) com as células inflamatdrias, como linfécitos
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e células dendriticas, através da expressao de moléculas inibitorias
como a CTLA-4 e a PD-1. Desta forma, as Treg modulam a ativagdo de
células do sistema imune inato (células NK e células dendriticas) e
adaptativo (TCD4, TCD8 e células B).

2.4.1.3. Linfdcito T CD8 citotoxico

Os linfocitos T CD8 citotoxicos medeiam a defesa através de sua
acdo direta em células alvo transformadas bem como em células infec-
tadas por virus ou outros microrganismos intracelulares. Apds o reco-
nhecimento do peptideo via-MHC essas células sdo ativadas e podem
induzir a morte da célula infectada por dois mecanismos. O primeiro
mecanismo e a liberagdo direta de granulos que contém a proteina
formadora de poros, perforina, e também diversas proteases como
a granzima nas células alvo. A perforina, a qual ndo é uma protease,
pode se polimerizar na membrana lipidica da célula e formar poros nas
membranas plasmaticas e vesiculares. A granzima, por sua vez, cliva
proteoliticamente enzimas celulares chamadas de caspases, as quais
induzem uma cascata de ativacao de demais caspases que culminamna
apoptose da célula. O segundo mecanismo € mediado pela via do ligan-
te de Fas (FasL)/Fas, o ligante FasL é expresso em células T CD8 ativa-
das e pode ligar-se ao Fas, uma proteina expressa em diversos tipos
celulares. Essa interagdo tambem culmina com a ativagdo de caspases
e a apoptose da celula alvo.

2.4.1.4. Células NKT

As células NKT sdo um subtipo de linfécitos T que tém caracteristi-
cas funcionais semelhantes aos linfdcitos T e também as células natural
killer. A maioria destas células expressa um TCR parcialmente variante
que reconhece antigenos glicolipidicos apresentados pela molécula
CD1d das APCs. Estas células se desenvolvem no timo e quando chegam
na periferia podem agir rapidamente liberando grande quantidade de ci-
tocinas comoIL-4 e IFN-y, influenciando o tipo e a magnitude daresposta
imunologica. Participam da resposta imune inata, por isso ndo serao dis-
cutidas a fundo neste capitulo.
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2.4.2. Linfécito B

Os linfocitos B originam-se e diferenciam-se na medula 6ssea. Estas
células sdo responsaveis pela resposta imune mediada por anticorpos,
também chamada de resposta imune humoral. Estas células reconhecem
o antigeno através de seureceptor especifico denominado BCR ou imuno-
globulina (Ig) e, apds a ativagdo sdo capazes de secretar estas imunoglo-
bulinas. As Ig secretadas terdo diversas fun¢des na resposta imunoldgica,
como neutralizagdo, opsonizacdo de antigenos, citotoxicidade celular de-
pendente de anticorpo e ativacdo do sistema complemento. Apos intera-
¢ao especifica via Ig com um antigeno, as células B podem fagocita-lo e
apresenta-lo via MHC para as células T auxiliares, as quais irdo liberar ci-
tocinas especificas que induzirdo a ativacao destas células. Apds a ativa-
¢ao, estas celulas irdo diferenciar-se em plasmocitos, células secretoras
de anticorpos. Além da recombinacao somatica do BCR, durante a matu-
racdo do linfdcito B ocorre, também, a mudanca de isotipo e a maturacao
da afinidade do anticorpo. Estes processos sdo induzidos pela interacao
entre CD40L nas células T e CD40 nas células B e orquestrados por cito-
cinas produzidas pelas células Th e sdo uma caracteristica especifica da
resposta humoral.

2.4.2.1. Os anticorpos

Os anticorpos ou imunoglobulinas sdo constituidos de cadeia
leve e cadeia pesada. As cadeias pesadas sdao nomeadas pelas cin-
co letras gregas: o, 3, €, y e p que correspondem aos cinco tipos de
anticorpos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, respectivamente. Estes isotipos
ainda podem apresentar subtipos. Cada cadeia pesada possui dois
tipos de regides: a constante que é semelhante em todos os anti-
corpos do mesmo isotipo e a variavel, que é responsavel pelo reco-
nhecimento dos antigenos. A cadeia leve também possuiuma regido
variavel e constante. A regido Fab é aregido de ligagdo ao antigeno,
enquanto aregido Fc, liga-se areceptores encontrados em diversas
células daresposta imune, permitindo a ativagdo das mesmas. Mais
detalhes sobre os anticorpos serdo abordados posteriormente.
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Arespostaimune celular é mediada pelos linfdcitos T que sdo ativados apos con-
tato com uma APC apresentando um antigeno especifico para a sequéncia variavel do
seu TCR.O TCR reconhece o complexo do peptideo com 0 MHC da célula APC. Essa inte-
racdo é mais provavel de ocorrer nos linfonodos, local paraonde ambos os tipos celulares
sdo atraidos. Uma vez que essas células T sdo ativadas, inicia-se a etapa de proliferacdo
e posterior migracdo para o local da inflamagdo através de gradientes com concentra-
¢Oes crescentes de agentes quimioatractantes liberados no sitio inflamatorio, por ou-
tras células inflamatorias, incluindo macréfagos e mastdcitos. No sitio da inflamagao,
as células T exercem suas fungdes efetoras como: a eliminagdo de patdgenos intracelu-
lares em células fagociticas, mediante liberacdo da citocina IFN-y; indu¢do da morte por
apoptose de células infectadas com microrganismos e, a ativagdo de demais leucdcitos
numa determinada resposta a microrganismos extracelulares. Descreveremos a seguir
os detalhes destaresposta.

2.5.1. Reconhecimento do Antigeno

As células T que nunca encontraram um antigeno sao chamadas de virgens
ou naive. Lembrando que cada célula T virgem carrega um tipo de TCR que re-
conhece um tipo de antigeno apresentado pelas APCs. Quando as APCs, princi-
palmente, as células dendriticas reconhecem algum antigeno, elas o fagocitam,
processam-no em peptideos, dentro dos seus lisossomos, e 0os expdem atraves
do MHC de classe Il. Apds a fagocitose estas células se diferenciam de acordo
com os sinais que recebem. Estes sinais podem ser do préprio Ag, das citocinas
produzidas por diferentes tipos celulares ou por direta interagdo com linféci-
tos T.Quando hareconhecimento de um antigeno pelas APCs nos tecidos, estas
o carregam para o linfonodo de drenagem mais proximo ao sitio de infeccdo.
Quando o antigeno é encontrado no sangue, este é levado pelas APCs para o
baco. Tanto os linfonodos quanto o bago sdo conhecidos como érgdos linfdides
secundarios. Durante a migracao para os 6rgaos linfoides secundarios, as APCs
amadurecem, passando a expressar altos niveis de moléculas co-estimulato-
rias, e tornam-se APCs eficientes. No linfonodo estas células apresentam os
peptideos associados ao MHC |l para o linfocito TCD4" especifico para aquele
antigeno. Este é primeiro sinal para a ativa¢do dos linfocitos T. Ao mesmo tem-
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po em que o antigeno esta sendo apresentado, ocorre a interagdo de moléculas
CDZ28 expressas em linfocitos com moléculas co-estimulatdrias expressas em
APCs, tais como as proteinas B7-1(CD80) e B7-2 (CD86), as quais s&o responsa-
veis por enviar o segundo sinal para a ativagdodacélula T.

2.5.2. Ativacao das células T

A ligacdo do TCR e dos co-receptores aos peptideos ligados ao MHC nas
células APCs inicia eventos de sinaliza¢do intracelulares que resultam na ativa-
cdode varios genes nas células T. A sinalizacdo pode ser dividida em eventos de
membrana, vias de sinalizacdo citoplasmatica e transcricao nuclear de genes.
Os eventos de membrana se iniciam com a ligagdo do TCR ao complexo MHC-
-peptideo resultando no agrupamento de co-receptores na mesma regido da
membrana. Este evento leva a fosforilacdo de residuos ITAM por cinases da fa-
milia Src, como a Lck, e ao consequente recrutamento e ativacao das proteinas
cinases (enzimas que ajudam na fosforilagdo de res{duos de tirosina de varias
proteinas, no complexo do TCR). A enzima Lck estd ligada na regido citoplasma-
tica dos co-receptores CD4 e CD8, os quais ligam em regides nao-polimorfcas
do MHC durante o reconhecimento antigénico. O alvo de a¢do das Lck sdo os
ITAMs presentes nas regides citoplasmaticas das proteinas CD3 e {, que cons-
tituem o complexo do TCR. Os ITAMs fosforilados se tornam sitios de ligagdo
para a tirosina cinase ZAP-70, a qual também sera fosforilada pela Lck se tor-
nando ativa. ZAP-70 pode fosforilar proteinas adaptadoras como a SLP-76 e
LAT. LAT fosforilada se liga na PLCy1 e recruta outras proteinas adaptadoras
como a propria SLP-76, GADS e Grb-2. Esta dltima recruta SOS, o qual catalisa
a troca de GTP/GDP na proteina Ras formando a Ras-GTP, que vai ativar uma
via de cinases chamada MAP, culminando na ativagdo da ultima cinase da via,
ERK. Grb-2 e SOS também ativam outra via de MAP cinase iniciada pela ativa-
cdo de Rac, culminando na ativacdo da enzima JNK e p-38. A fosfolipase PLCyl
ativada seraresponsavel pela degradacdo do fosfolipideo de membrana PIP2 e
consequente formacao de IP3 e DAG, os quais levam ao aumento de calcio in-
tracelular e ativagdo de PKC, respectivamente. As vias de sinalizacdo citoplas-
maticas finalmente acarretam na ativacao das enzimas efetoras mencionadas
ERK, p-38, JNK e PKC e a calcineurina (ativada pelo aumento de calcio intracelu-
lar). Estas, por sua vez, ativam varios fatores de transcricdo como NFAT, NFxB
e AP-1que aumentam a expressdo de certos genes na célula T estimulada pelos
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antigenos, permitindo sua ativagao, entrada no ciclo celular e consequente pro-
liferacdo, e diferenciagdo em células efetoras.

2.5.3. Mecanismos efetores das células T

As células T efetoras migram para os locais de infec¢do e sdo retidas nesses
locais onde podem interagir com fagocitos ou com células infectadas. Os me-
canismos efetores das celulas TCD4*serdo tratados a seguir, especialmente as
células Th1e Th2 e também das células TCD8".

2.5.3.1. Thi

Estimuladas por produtos microbianos, as APCs secretam citocinas,
tais como, a IL-12 e IFN-y, que estimulam a diferenciagdo das células Th
em Th1. Os efetores Th1 produzem a citocina IFN-y e passam a expres-
sar o ligante de CD40 (CD40L). O CD40L liga-se no CD40 presente nos
macrofagos. O IFN-yativa os macrofagos induzindo suas fungdes micro-
bicidas e aumentando sua producdo de IL-12. A IL-12 estimula a produ-
cdo de IL-2 pelo Th1. AIL-2 aumenta a proliferacdo das Thi, estimulando,
ainda mais os macrofagos a exercerem suas atividades microbicidas.
Outros mediadores derivados de macrofagos, tal como a IL-18, também
estimulam a producado do IFN-y. Os macrdéfagos ativados fagocitam os
microrganismos ou células e sintetizam espécies reativas de oxigénio e
de oxido nitrico que destroem os microrganismos. Essas espécies reati-
vas podem ser liberadas eliminando os microrganismos extracelulares,
podendo causar lesdo aos tecidos. Os macrofagos também participam
damanutengdo dainflamacdo aguda atuando através da secre¢do de ou-
tras citocinas, principalmente IL-1, TNF, quimiocinas e mediadores lipidi-
cos. Estes mediadores inflamatorios auxiliam no recrutamento de mais

células inflamatdrias e consequente exacerba¢do daresposta.

2.5.3.2.Th2

As células Th2 sdo as responsaveis pelas reagdes alérgicas e pelo
combate a infec¢des helminticas, atuando através da liberacao de ci-
tocinas como IL-4 e a IL-13, liberadas pelas células Th2, que induzem
a producdo de anticorpos IgE para antigenos especificos, enquanto
a IL-5 leva a ativacdo e o recrutamento dos eosindfilos para o local
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da inflamacdo. No caso de infeccdes helminticas, IL-4 e IL-13 sdo res-
ponsaveis nao apenas pela ativagdo da produgao dos anticorpos IgE
helminto-especifico, mas também pelo crescimento e ativacdo dos
proprios linfocitos T. A IL-5 é responsavel pela ativagao dos eosinofi-
los, que liberam proteinas dos seus granulos que sdo toxicas para os
parasitos.

2.5.3.3. Linfécitos TCD8*

O primeiro sinal para ativacdo das células TCD8* virgem é o
reconhecimento do antigeno, que consiste em um peptideo associa-
do a molécula do MHC de classe |, derivado de proteinas que foram
degradadas no citoplasma, este reconhecimento pode ocorrer em
todas as células nucleadas infectadas por microrganismos intracelu-
lares e células tumorais, ja que estas passam a apresentar os anti-
genos estranhos ao do hospedeiro. O segundo sinal pode se dar pela
ligacdo damolécula B7 expressanas APCs ou pelas Th1, que secretam
citocinas como IL-2 ou favorecem a capacidade das APCs em ativar
as TCD8". A sinalizagdo das celulas TCD8* ¢ semelhante a das células
TCD4* mencionada anteriormente.

Como mencionado anteriormente, no ataque aos microrganismos,
as células TCD8" liberam enzimas que destroem as células infectadas.
Primeiramente ha a liberacdo das perforinas que produzem poros na cé-
lula-alvo e, em seguida, as granzimas, que penetram na célula-alvo pelos
referidos poros, ativando assim as enzimas intracelulares do tipo caspa-
ses. Estas sdo responsaveis por induzir a morte da célula-alvo através
de um mecanismo denominado de apoptose. As TCD8* também utilizam
mecanismo alternativo para destruir as células que € atraves da expres-
s3o de uma proteina de membrana, conhecida como ligante de Fas (FasL)
na célulaalvoresultando em apoptose. As TCD8* podem ativar os macroé-
fagos pelos mesmos mecanismos que as Thi.
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RECONHECIMENTO | ATVAGAO | EXPANSAO | DIFERENCIACAO | FUNCOES EFETORAS |

DO ANTIGENO CLONAL

TCo#
AT!MO DOS MACROFAGOS,
\ EFETORA (¢l ULAS B EOUTRAS CELULAS
MHC TCD4"
DE MEMORIA

TCDB* e ALVO
EFETOR
\ ENTIMAS
TCDe* !li
ORGAOS LINFOIDES DEMEMORIA  TECIDOS PERIFERICOS

Fig. 2.1 Desenho esquematico das fases da resposta mediada por células.

2.5.3.4. Formacao das células de meméria

As celulas T que se destinam as de “memoria’ adquirem fenotipo carac-
teristico, saindo progressivamente do ciclo celular e retornando ao estado
derepouso. As células T virgens, preferencialmente recirculam pelos 6rgaos
linfoides secundarios, enquanto as de memoria e efetoras “patrulham”os te-
cidos periféricos e entram novamente no sangue via vasos linfaticos aferen-
tes. As células de memaria sdo linfécitos antigeno-especificos de longa vida
que foram diferenciados durante a resposta primaria contra um antigeno e
persistem no individuo podendo participar de resposta secundaria (ou ter-
cidria, quaternaria, etc.), caso ocorra novo contato com o antigeno. Tanto os
linfocitos T CD4 quanto os CD8 podem se diferenciar em células de memo-
ria, as quais terdo fendtipo mais semelhante as células efetoras ativadas do
que as células virgens, mas precisarao ser re-estimuladas antes de atuarem
como efetoras. Apds o re-estimulo antigénico, as células de memoria serdo
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mais sensiveis e responderdo de forma mais rapida e mais intensa do que
as células virgens. As células T virgens que foram ativadas podem se dife-
renciar emdois tipos de células de memoria, as quais apresentam estado de
ativagdo distinto, sendo elas chamadas de células de memériaefetoras (T,,,)
e células de memdria central (T,,,). As células T,,,podem rapidamente se di-
ferenciar em células efetoras. O perfil de receptores de quimiocinas e inte-
grinas expresso pelas T, sugere que estas células sejam especializadas em
entrar nos tecidos inflamados. Além de migrar para os sitios inflamatdrios,
as T, podem residir em diversos tecidos ndo-linfoides, incluindo intestino
delgado, pele, cérebro, pulmdo e glandulas salivares. Nestes sitios, as T,
podem vir a responder de forma rapida e eficiente contra um antigeno que
ja havia induzido sua diferenciacdo numa resposta primaria anterior. AsT,,
demorammais a se diferenciar em células efetoras e sdo capazes derecircu-
lar pelos ¢érgdos linfoides periféricos.

Os anticorpos produzidos pelos linfocitos B contra antigenos microbianos sao
extremamente eficientes na defesa contra os microrganismos extracelulares, no en-
tanto os microrganismos intracelulares ficam protegidos da acao desses anticorpos na
maioria do tempo, ja que sua disseminacdo muitas vezes ocorre pelo fluido extracelular.
Sendo assim pode-se inferir que a resposta humoral ocorra para antigenos que estejam
no espaco extracelular. A ativa¢do dos linfdcitos B e sua diferenciagdo em plasmdcitos
sao induzidas pelo reconhecimento do antigeno e depende das celulas Th.

2.6.1. Reconhecimento dos antigenos

O complexo do receptor de antigeno dos linfécitos B é composto de imunoglo-
bulinas de membrana como IgM ou IgD, e moléculas acessorias Igo e IgP. Quando
0 BCR liga-se ao antigeno, este sofre agregacao para fixacdo do antigeno, interna-
lizagdo do mesmo em ves{culas endossémicas e, se for uma proteina, degradagdo
em peptideos e apresentacdo na superficie das células B, pelo MHC Il, com conse-
quente reconhecimento por células TCD4* auxiliares. Quando a origem do antigeno
é polissacaridica, glicolipidica ou de acidos nucleicos, a ativagao dos linfocitos B
é independente dos Th. Estes antigenos sdo constituidos por multiplos epitopos
idénticos, correspondendo a um sitio polivalente em cada molécula. Desta for-
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ma, esses antigenos estabelecem eficazmente uma agregacdo de receptores de
antigeno das células B, permitindo a transducdo de sinais para ativacdo celular.
Estes antigenos ndo sdo processados, nem apresentados por moléculas do MHC
as células T auxiliares. Em geral os anticorpos produzidos sdo de baixa afinidade.
Os eventos de ativacdo e ciclo celular sdo os mesmos da producdo de anticorpos
dependente das células T. As moléculas co-receptoras B7-2 e 0 B7-1 nos linfdcitos
B ligam-se ao CD28 nas células T, que passam a expressar o CD40L. A interagdo
(CD40-CD40L estimula a proliferacdo e estimulagdo das células B, aumenta a ex-
pressdo de B7 das células B, ativando as células T, que passam a secretar citocinas
comoalL-2,IL-4 e IL-5.Desta forma, os linfocitos B proliferam e se diferenciam em
plasmocitos, ou seja, mudam a expressao de Ig de membrana para Ig secretada.

2.6.2. Ativacdo dos linfécitos B

AsIgo.e IgB, que apresentam regides citoplasmaticas contendo dominios do tipo
motivos de ativagdo do imunorreceptor baseado em tirosina (ITAMs), encontram-se
associadas a g de membrana formando o complexo do receptor de Ag de linfécitos
B. Quando ocorre a ligagdo do antigeno na g de membrana, a tirosina dos ITAMs nas
lgo.e IgB sdo fosforiladas pela agdo das proteinas Lyn, Blk, ou Fyn que estdo associa-
das ao complexo receptor de antigeno. Esse evento leva ao ancoramento da Syk nos
ITAMs da Igo. e IgB. A Syk (e outras tirosinas cinases associadas) fosforilam e ativam
varias moléculas de sinalizacdo, consecutivamente, como a fosfolipase C1, que cliva
o bifosfato de fosfatidilinositol (PIP,) em trifosfato de inositol (PIP,) e diacilglicerol
(DAG). O PIP, mobiliza Ca* das reservas intracelulares induzindo seu aumento no ci-
toplasma, o que leva a translocagdo de algumas formas de proteinas cinases para a
membrana plasmatica, onde sdo ativadas pelo DAG. A Ras também é ativada por fos-
forilagdo, induzindo a ativagdo das proteinas cinases ativadas por mitégeno (MAPK).
As cascatas de sinaliza¢do culminam na ativagdo de fatores de transcricao como Fos,
NFx-B, Myc e outros, que induzem a expressao de genes cujos produtos sdo necessa-

rios para ativacdo funcional das células B.

Arespostado linfocito B desenvolvida contraum microrganismo pode ser au-
mentada pela ligagao de uma proteina do complemento, que esta recobrindo o
microrganismo, no receptor de complemento, no mesmo momento que ocorre a
ligagdo do microrganismo ao BCR. O sistema complemento é composto de pro-
teinas plasmaticas que sdo ativadas tanto pela ligagdo do complexo antigeno-an-
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ticorpo, ou pela ligagdo direta a alguns polissacarideos ou ainda na superficie de
microrganismos. O principal componente desse sistema é a proteina C3b que se
liga ao microrganismo ou ao complexo antigeno-anticorpo. Os linfocitos B pos-
suem receptores paraaproteina C3b, 0 CD21 ou CR2. 0 CD21 forma um complexo
receptor com as proteinas CD19 e a CD81 presentes nas células B. A ligacdo do
CD40 e de citocinas induzem o processo de ativagdo das células B que expres-
sam IgM e IgD, fazendo com que algumas dessas entrem num processo de troca
de cadeia pesada, levando a producdo de anticorpos de diferentes classes como
0, € e Y. Apos alguns dias da exposicdo ao antigeno T dependente, algumas célu-
las B ativadas migram para o centro germinativo, os quais ocorrem dentro dos
foliculos dos drgdos linfoides secundarios, onde células dendriticas foliculares
secretam fatores quimiotaticos para o linfécito B. Dentro dos centros germina-
tivos, as células B ativadas, chamadas centroblastos, proliferam rapidamente,
gerando células filhas (centrdcitos). As células que possuem maior afinidade
pelo antigeno exposto pelas células dendriticas foliculares recebem o sinal de
sobrevivéncia, permanecem no centro germinativo e continuam a maturar até se

transformarem em plasmacitos de vida longa e células de memoria.

DIFERENCIAGAO
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A
EXPANSAO .4 ANTICORPOS
RECONHECIMENTO CLONAL -
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Fig. 2.2 Desenho esquematico das fases de ativagdo dos linfocitos B.
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A maioria dos plasmocitos de vida longa reside dentro da medula dssea, e
provavelmente representaasegunda ou terceira geracao de descendentes dos
centrocitos no centro germinativo. A qualidade e quantidade da populagdo de
plasmocitos dependem do tipo de ativagao das células B, dependendo também
das interagdes entre os primeiros estagios de desenvolvimento da resposta e
regulacdo no centro germinativo. Plasmocitos podem ser originados a partir de
celulas B de memoria e podem persistir por um longo periodo de tempo na au-
séncia de estimulagao continua dos antigenos.

2.6.3. Mecanismos efetores dos linfocitos B

Os anticorpos liberados pelos plasmaécitos entram na circulacdo sanguinea
e chegam ao sitio de infec¢do onde neutralizam os microrganismos ou as toxi-
nas e, consequentemente, os efeitos deletérios da infec¢do, interferindo com
a capacidade dos mesmos de interagir com os receptores celulares. A maioria
dos anticorpos neutralizantes é composta por IgG no sangue e IgA nas muco-
sas. Os anticorpos IgG também recobrem, ou seja, opsonizam os microrganis-
mos facilitando a fagocitose pelos macrofagos e neutrofilos, que possuem re-
ceptores paraa porgao Fc desses anticorpos.

2.7.1. Especificidade e diversidade

As respostas da imunidade adquirida sdo extremamente especificas
para cada antigeno, inclusive os receptores das células T e Bpodemreconhecer
diferentes regides da mesma molécula. A variabilidade da regido dos recepto-
res que se liga aos antigenos leva a uma grande diversidade de reconhecimen-
to. Os variados receptores TCR e BCR possuem afinidade para um nimero mui-
to grande de moléculas e sdo formados antes mesmo do organismo entrar em
contato com o antigeno. Vamos discutir abaixo a geracao de diversidade das
principais proteinas relacionadas a resposta imunologica adaptativa e como
estavariabilidade é importante naresposta contra os diversos patogenos.
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2.7.2. Geracao da especificidade e diversidade

2.7.2.1. Diversidade do MHC

Como comentado anteriormente, o MHC é uma proteina heterodime-
rica de membrana codificada por genes em um locus chamado de MHC,
que se liga a peptideos especificamente e os expdem na superficie das
células. As proteinas de MHC sdo estruturalmente e funcionalmente di-
vididas em duas classes, classe | e classe II, e estdo expressas de forma
diferenciada nas células do organismo. MHC de classe | estdo presentes
na maioria das celulas nucleadas e as de classe |l estdo presentes em
células apresentadoras de antigenos (macrofagos, células dendriticas,
linfcitos B), sendo também expressas, em algumas espécies, por célu-
las T ativadas e células endoteliais. A principal diferenca estrutural entre
essas moléculas se deve ao fato damolécula de MHC de classe |l possuir
duas cadeias polipeptidicas transmembranares, o e B, cada uma delas
apresentando dois dominios associados de modo ndo covalente a mem-
brana celular. A molécula de MHC de classe | é formada por uma Unica
cadeia polipeptidica polimdrfica transmembranar, a qual esta associada
amolécula B2-microglobulina, ndo polimorfica (Fig. 2.3). As proteinas de
MHC de classe | geralmente associam-se e apresentam peptideos deri-
vados do citoplasma, enquanto as moléculas de MHC de classe Il ligam-
se apeptideos que se encontram dentro de vesiculas intracelulares. A di-
ferenca estrutural também influencia no reconhecimento por diferentes
célulasT,jaque oreceptor CD4 se ligaaregido B2doMHCdeclasselleo
receptor CD8 se liga a cadeia a3 do MHC de classe .

O MHC apresenta grande variabilidade devido a trés caracteristicas
relacionadas a este grupo génico. A primeira caracteristica diz respeito
a poligenia, a qual indica que existe uma variedade de genes de MHC de
classe | e de classe Il, permitindo que cada individuo tenha um conjunto de
moléculas de MHC com diferentes especificidades de ligacdo de pepti-
deo. A segunda caracteristica seria o polimorfismo, o que significa que ha
uma grande variagao do locus génico entre individuos da mesma espéecie,
e consequentemente do seu produto proteico. Os genes variantes que
ocupam um dado locus sdo chamados alelos. Ha mais de 200 alelos de
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alguns genes humanos codificando MHC de classe | e de classe II, estando
cada alelo presente com uma frequéncia relativamente alta dentro da
populagdo. Portanto, ha uma chance pequena de que o locus correspon-
dente ao MHC nos dois cromossomos homologos de um individuo tenha
o mesmo alelo. Assim, a maioria dos individuos é heterozigoto para os loci
de MHC. Outra caracteristica que favorece essa variabilidade diz respeito
ao efeito de co-dominancia, os produtos proteicos de ambos os alelos de
um locus sdo expressos na célula de um individuo. A heranca de um alelo
do pai e outro damae no individuo, leva a quatro possiveis combinagdes de

haplotipos que podem ser encontrados na progénie.

Portanto essas trés caracteristicas em conjunto geram a enorme di-
versidade dessas moléculas.

Fenda de ligagéo
ao peptideo

Fenda de ligagéo
ao peptideo

a3

Ly MHC de classe | MHC de classe Il

Fig.2.3 Esquemarepresentativo da estrutura das moléculas de MHC de classe | e de classe Il.

2.7.2.2. Diversidade da Ig

As caracteristicas estruturais basicas dos anticorpos sao semelhan-
tes, ja que os anticorpos sdo formados por duas cadeias leves e duas
cadeias pesadas que se associam de forma simétrica. Uma cadeia pe-
sada se liga a outra pesada por pontes dissulfeto e as cadeias leves se
ligam cada uma em uma cadeia pesada da mesma forma. As Ig secreta-
das podem se polimerizar formando dimeros (IgA) ou pentameros (IgM),
aumentando os sitios de interagdo com antigenos polivalentes (apre-
sentam epitopos repetitivos). Tanto as cadeias pesadas quanto as leves
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possuem uma regido amino-terminal variavel, chamada de regido V e
umaregiao carboxi-terminal constante chamada de regido C. As cadeias
leves e pesadas possuem apenas um dominio de regido variavel, local
onde ocorre a ligacdo com os antigenos. A regido constante na cadeia
leve possui apenas um dominio, enquanto a pesada possui de trés a qua-
tro dominios dependendo do isotipo. Entre os dominios 1 e 2 da cadeia
pesada ha uma regido chamada de hinge ou dobradica a qual confere
maleabilidade a proteina. A clivagem da proteina na regido da dobradica
leva aregido Fab, onde situa-se o local onde ocorre a ligagdo ao antigeno

e aregido Fc, que confere a funcionalidade da molécula.

A variabilidade da regido V das cadeias leves e constantes esta princi-
palmente localizada em trés regides hipervariaveis denominadas de CDRs
(Regites Determinantes de Complementaridade) que contém aproximada-
mente 10 aminoacidos e sdo intercaladas por regides extremamente con-
servadas. Essas regides hipervariaveis sdo complementares ao antigeno.

Os anticorpos sdo divididos em classes e sub-classes de acordo com
as diferentes estruturas de Fc, o que confere a cada um, funcdo efetora
diferente. Algumas células possuem receptores especificos para um
tipo de Fc, determinando onde cada anticorpo se liga. As IgD e as IgM sao
expressas na membrana de células B ainda inativas. Apos a ativacao, a
célula pode secretar a IgM ou serem estimuladas a trocar de classe, pas-
sando aexpressarlgG, IgA oulgE. A lgM é secretada na forma pentamérica
e ndo se liga a receptor de outras células, atuando principalmente na liga-
¢do aos microrganismos e ativacao da cascata do complemento. A IgA se-
cretada tem sua principal fun¢do na imunidade das mucosas, pois sua for-
ma secretada dimerica interage com receptores na mucosa intestinal que
fazem seutransporte para o lUmen do intestino. A IgE secretada permane-
ce como mondmero e liga-se a receptores FcRe de células inflamatdrias.
0O antigeno associado a este anticorpo que esta ligado ao receptor de Fc
de mastdcitos ou basofilos, por exemplo, desencadeia a ativagao celular
com consequente liberagdo de granulos citoplasmaticos destas células. A
IgE esta associada a eliminacdo de helmintos e as rea¢des de hipersensi-
bilidade imediata. A lgG secretada € aimunoglobulina em maior propor¢do
no soro humano sendo dividida em quatro subclasses de Ig. Suas fun¢des
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sdo principalmente opsonizagao do antigeno, ativacdo do sistema comple-
mento e a citotoxicidade dependente de anticorpo.

Podem ocorrer mudangas na estrutura dos anticorpos fabricados por
um clone de células B durante a maturagao da célula e mesmo apos o re-
conhecimento do antigeno. Inicialmente as Ig produzidas encontram-se
na forma membranar, porém ocorrem alteragdes na regido carboxiter-
minal da cadeia pesada que permitem que a proteina seja secretada. As
recombinacdes dos genes VDJ da cadeia pesada e V) da cadeia leve, pro-
movida pelas recombinases RAG formam as regides hipervariaveis CDR
de reconhecimento do antigeno.

Apos o reconhecimento do antigeno as citocinas do microambiente
podem induzir os linfocitos B a mudarem o isotipo do anticorpo, alteran-
do aregido C expressa e a fun¢do do novo anticorpo.

Podem ocorrer tambem mutacdes pontuais nas regides V de um an-
ticorpo especifico podendo gerar moléculas de maior afinidade com o

antigeno, esse processo é conhecido como maturagao de afinidade.

Regido de ligagao
ao antigeno

N
N

9]

~ Regiao Fab

— Regiado Fc

IMUNOGLOBULINA SECRETADA

Esquema representativo da estrutura das moléculas de imunoglobulinas.
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2.7.2.3. Diversidade do TCR

O receptor de antigenos da célula T, denominado de TCR, € um hete-
rodimero formado por duas cadeias polipeptidicas transmembranares
ligadas de forma covalente. O TCR pode ser formado pelas cadeias a.e
ou pelas cadeias ye §, porem estes ultimos sdo encontrados em uma pe-
quena subpopulagdo de linfécitos. Cada cadeia possui um dominio V, va-
riavel e um dominio C, constante. Naregido V de cada cadeia o.e B ha trés
regides CDR formando o local onde ocorre o reconhecimento especifico
do complexo peptideo-MHC.

As cadeias oo e B do TCR sofrem rearranjo somatico durante a
maturacdo do linfocito T, nas sequéncias génicas VeleemV,DeJ,
respectivamente. Esse processo é dependente da atividade das enzimas
RAG. Diferentemente dos receptores das células B, os TCR ndo sofrem
mudancas apos a ativagao celular.

Cadeiapouy Cadeia a.ou 8

TCR

Fig. 2.5 Esquema representativo da estrutura das moléculas de imunoglobulinas.

2.7.3. Memodria
As células da imunidade adquirida possuem a vantagem de armazenar uma
“memoria” do peptideo que foireconhecido. Esse processo ocorre porque cada
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linfécito é ativado apds o reconhecimento antigénico, entra em proliferagdo
aumentando o numero de clones responsivos ao antigeno e gera linfdcitos
efetores, expressando receptores que o enderecam ao local de inflamacdo, e
de memoria. Estas sdo menos ativas e ficando quiescentes por muito tempo,
meses ou anos. A populacdo de linfocitos de memdria é mantida devido a uma
baixa taxa de proliferacdo, que aparentemente ndo é estimulada pelo antigeno,
e também pela redu¢do da morte dessas células. Alguns estudos demonstram
que a sobrevida e pequena proliferagdo das células de memdria sdo estimula-
das pelas citocinas IL-7 e IL-15, as quais induzem o aumento da expressao de
proteinas antiapoptdticas. Um clone de linfocitos de memoria pode estar em
uma concentragdo 10-100 vezes maior do que o clone de células virgens que
existia antes do reconhecimento antigénico, permitindo uma resposta secun-
daria mais robusta do que a primaria.

O fenotipo das células de memoria € diferente do fenotipo de celulas vir-
gens e de efetoras, permitindo sua distincdo. Os linfdcitos T de memdria ex-
pressam receptores de superficie que promovem sua migragdo para os sitios
de inflamacdo, diferente das células virgens que geralmente ndo sdo endereca-
das para esses sitios. Os linfécitos B virgens expressam IgM e IgD, os linfocitos
B de memoria, que ja passaram pela resposta humoral, geralmente expressam
outras classes de Ig como a IgG, IgE ou IgA, como resultado da troca de isoti-
po. Tanto a troca de isotipo quanto a maturacdo de afinidade dos anticorpos
estdo geralmente associados a uma reposta dependente de células T contra
antigenos proteicos. Algumas células B de memoria podem residir no 6rgdo
linfoide onde sdo geradas, enquanto outras podem recircular entre o sangue e
os orgdos linfoides. A ativagdo de células B de memadria culmina na produgdo
de grande quantidade de anticorpo que apresenta alta afinidade ao antigeno e
com isotipo trocado.

As células T de memoria podem ser rapidamente ativadas por uma APC
apresentando o antigeno especifico, diferenciando-se em células efetoras
sem a necessidade de co-estimulo (como mencionado no item 2.5.3.4). Alguns
estudos demonstraram que nas células de memdria os genes para citocinas e
outras moléculas efetoras como perforina ficam em estado acessivel aos fato-
res de transcricdo, permitindo uma resposta efetora rapida. Estas caracteri(s-
ticas garantem uma resposta rapida e eficiente (os anticorpos j4 serdo de alta
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afinidade para o antigeno) na condi¢do de um segundo contato com o mesmo
antigeno.

A capacidade de ter uma “memoria” da resposta anterior torna a imunidade
adaptativa singular. As células de memdria sdo uma excelente defesa contra
patogenos prevalentes no ambiente e que sdo encontrados repetitivamente.
Neste sentido, vale ressaltar que a vacinagdo contra diversos patogenos tem
sido muito eficaz para protecao da populagao, ja que induz a formagdo de cé-
lulas de memdria proporcionando uma resposta efetiva quando o paciente en-
contrar o patégeno.

2.7.4. Tolerancia a antigenos proprios

Uma das principais caracteristicas do sistema imune ¢é a capacidade de
reconhecer uma grande variedade de antigenos nao-proprios ou estranhos, e
montar uma resposta contra estes culminando na sua eliminagdo e ao mesmo
tempo ndo responder contra peptideos proprios. A auséncia de reconhecimen-
to de peptideos proprios € denominada tolerancia e existem diversos meca-
nismos regulatérios que promovem a auto-tolerancia. Os linfécitos virgens
passam por sele¢Bes na medula dssea (linfocitos B) ou no timo (linfdcitos T),
onde as células comreceptores que possuam afinidade muito elevada ou muito
reduzida a antigenos proprios sdo eliminados. Dessa forma os linfocitos auto-
-reativos sdo eliminados ou mudam sua especificidade antes de sairem do sitio
de maturacdo. Qualquer anormalidade na manutencdo dessa regulacdo leva
a respostas imunoldgicas contra peptideos proprios que podem evoluir para
danos teciduais e patologias conhecidas como doengas autoimunes.

Até entdo retratamos como é disparada aresposta imunolégica contraum antigeno e
como ocorre um processo inflamatario, resumidamente podemos dizer que ocorre o re-
conhecimento especifico do antigeno, a ativagdo e proliferacdo de células inflamatdrias,
amigracao direcionada ao sitio inflamatodrio e a fungao efetora das células da imunidade
adaptativa. Mas, o que ocorre com essas células apds a eliminagdo do antigeno?! Exis-
temmecanismos deregulacao que impedem a proliferagdo descontrolada das células in-
flamatdrias, dentre eles podemos citar o mais importante que seria a atividade da célula
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Tregulatdria, mais conhecida como Treg. Ha duas populagdes mais estudadas de células
Treg: as Treg originadas no timo durante a maturacdo dos linfocitos sao chamadas de
Treg naturais ou nTreg e as Treg diferenciadas na periferia através de estimulo antigé-
nico sdo denominadas induzidas ou iTreg. As nTreg se diferenciam a partir de timocitos
que reconhecem um auto-antigeno com grande afinidade, sendo capazes de controlar
respostas autoimunes na periferia. Ja as iTreg se diferenciam na periferia dependendo
do microambiente e sdo importantes tambéem na tolerancia a antigenos nao-proprios.
Outras células que produzem citocinas inibitorias podem agir como regulatorias, incluin-
do alguns subtipos de células T CD8, células NK, células T y3, células B, mastdcitos e al-
gumas APCs.

Trabalhos recentes divergem quanto ao modo de a¢do dessas células, alguns suge-
rem que a agao seja promovida pelo contato com a célula efetora atraves de moléculas
inibitorias como CTLA-4 e PD-1. Outros prop8em que a agdo seja mediada pela liberagao
de citocinas anti-inflamatorias como a IL-10 e o TGF-B. No entanto, sabe-se que elas par-
ticipam ativamente da resolu¢do da resposta inflamatdria. Inibindo de diferentes for-
mas a fun¢do de células T efetoras, APCs e células da imunidade inata.

E importante ressaltar que além de reduzir a resposta inflamatéria, as células
regulatdrias tém relevante papel na manutengdo da tolerancia periférica, impedindo
reacdes exacerbadas contramoléculas indcuas (ex: acaro, poeira, alimentos que passam
pelo trato digestivo) e também no controle na autoimunidade, impedindo a resposta
imunoldgica contra antigenos proprios.

Aresposta imunolégica é extremamente regulada, porém qualquer alteragao no pro-
cesso de maturacao, selecdo, reconhecimento de antigeno, ativagao, proliferagao, mi-
gracao e funcdo efetora pode levar a uma falha na resposta antigénica. Muitas dessas
falhas sdo associadas a patologias conhecidas. Sabemos, por exemplo, que uma anorma-
lidade na maturacdo dos linfécitos, devido a mutacdo no gene das proteinas RAG, leva a
uma alta susceptibilidade a infec¢des. A exacerbacdo da resposta imunoldgica acarreta
dano ao tecido do hospedeiro e a falha na sele¢do clonal promove a geracdo de doengas

autoimunes.
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A inflamagdo é uma resposta do organismo que ocorre em tecidos vascularizados
contra estimulos de natureza diversa. A inflamacdo tem trés papéis fundamentais no
combate a agressdo. O primeiro € o de recrutar para o sitio da lesdo células efetoras (leu-
cécitos) e moléculas pré-inflamatdrias para eliminar o agente agressor. O segundo é o
de limitar a area que sofreu a agressao, na forma de coagulagdo microvascular, para pre-
venir o comprometimento de outros tecidos. O terceiro papel é o de promover o reparo
dos tecidos danificados. Portanto, a inflamagao € uma reagao dos tecidos que consiste
principalmente em respostas dos vasos sanguineos e leucacitos.

AsreacOes vasculares e celulares da inflamagdo sdo orquestradas por moléculas pro-
-inflamatorias que determinam o padrdo de resposta tecidual o que influencia na gravi-
dade e manifestacdes clinicas e patoldgicas. Por conta disso, ha dois padrdes basicos do

processo inflamatorio:
- Inflamagdo aguda, de curta duragao;

- Inflamacgdo cronica, de duragdo mais longa.

Ainflamagdo aguda consiste em um processo dindmico que ocorre em curta duragao,
durando horas ou alguns poucos dias. Varios fatores podem condicionar o tipo de lesdo
do processo inflamatorio, como por exemplo: tipo de agressor, tempo de atuacdo, inten-
sidade daresposta inflamatoria, e do tecido ou 6rgdo afetado.

Uma das causas mais comuns de inflamacdo é a infec¢cdo microbial. Porém existem
outros fatores bem comuns que podem levar a respostas inflamatorias severas, como:
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reagdes de hipersensibilidade, agentes fisicos e substancias quimicas irritantes ou cor-

rosivas. Por conta disso, pode ser observado que aresposta inflamatdria em seus even-

tos iniciais mostra-se inespecifica.

Portanto, existem alguns fendmenos basicos que independem do agente inflamato-

rio e que caracterizam a inflamagdo do tipo aguda em fases. Abaixo sdo apontadas cin-

co fases do processo inflamatorio agudo, que estdo separadas dessa forma apenas por

uma questdo didatica, pois eles ocorrem concomitantemente. S3o eles:

Fase irritativa: modificagdes morfolégicas e funcionais dos tecidos agredidos
que promovem a liberacdo de mediadores inflamatdrios que sdo desencadean-
tes das demais fases inflamatarias.

Fase vascular: alteragdes hemodinamicas da circulagdo e de permeabilidade vas-
cular no local da agressao.

Fase exsudativa: caracteristica do processo inflamatorio, esse fenémeno com-
poe-se de exsudato celular e plasmatico oriundo do aumento da permeabilidade
vascular.

Fase degenerativa-necrotica: composta por células com alteragdes degenerati-
vas revers{veis ou ndo (neste caso, originando um material necrdtico), derivadas
da acdo direta do agente agressor ou das modificagdes funcionais e anatémicas
consequentes das trés fases anteriores.

Fase produtiva-reparativa: relacionada a caracteristica de hipermetria da inflama-
¢do, ou seja, exprime os aumentos de quantidade dos elementos teciduais, princi-
palmente de células, e € resultado das fases anteriores. Essa hipermetria da rea-
¢do inflamatoria visa destruir o agente agressor e reparar o tecido injuriado.

Existem cinco sinais, intitulados sinais cardinais, que caracterizam o processo infla-

matorio agudo. S3o eles tumor, calor, rubor, dor e perda da funcdo.

1)

O tumor é causado principalmente pela fase exsudativa e produtiva-reparativa,
representadas pelo aumento de liquido (edema inflamatdrio) no espago extra-
vascular, e pela massa fisica de células inflamatdrias que migram para o tecido
inflamado.

O calor € oriundo da fase vascular, em que se tem hiperemia arterial devido ao
fluxo de sangue no local, resultando em vasodilatacdo e, consequentemente,
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aumento da temperatura local. Febre sistémica, a qual resulta de alguns media-
dores inflamatarios, também contribuem para a temperatura local.

3) Orubor ouvermelhiddo também é decorrente da dilatacdo de pequenos vasos
dentro da area inflamada.

4) Ador, por sua vez, ¢ originada de mecanismos mais complexos que incluem es-
timulacdo das fibras nervosas locais por mediadores derivados do exsudato
plasmatico e de células. Portanto, engloba pelo menos trés fases da inflamagao
(irritativa, vascular e exsudativa). Alguns dos mediadores quimicos da inflama-
¢do aguda, incluindo bradicinina, prostaglandinas e serotonina, sdo conhecidos
indutores de dor.

5) A perda de funcao, por fim, é decorrente da somatdrio de todos os sinais. O tu-
mor principalmente em articulacdes impede a movimentacdo e imobilizando o
tecido, e a propria dor, dificultando as atividades locais.

Ainflamac&o aguda se caracteriza principalmente por alteragdes vasculares (aumen-
to do fluxo sanguineo devido a vasodilatagdo na area da injuria), edema (aumento da per-
meabilidade capilar, o que permite um maior movimento de fluido e proteinas sanguine-
as para o espaco intersticial) e infiltrado inflamatdrio constituido predominantemente
por polimorfonucleares (processo que envolve, sequencialmente, marginacdo, rolamen-

to, adesdo e diapedese de leucocitos).

3.3.1. Alteracdes vasculares

A fase inicial de constricdo arteriolar é transiente e provavelmente de
pouca importancia nainflamagdo aguda. A fase subsequente, a vasodilatagao
(hiperemia ativa), pode durar de 15 minutos a horas, dependendo da severida-
de da injuria. Evidéncias experimentais demonstram que o fluxo de sangue
na area inflamada aumenta em 10 vezes. Quando o fluxo de sangue comeca
a diminuir novamente, células sanguineas comecam a se localizar preferen-
cialmente na zona plasmatica da parede vascular. Isso facilita a adesdo de
leucocitos ao epitélio vascular, o qual € o primeiro passo para a migragao de
leucécitos para o espaco extravascular. Além disso, a diminui¢do do fluxo san-
guineo, a qual segue a fase de hiperemia, é devido ao aumento da permea-
bilidade vascular, permitindo que o plasma escape para os tecidos enquanto
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as celulas sanguineas estdo mais retidas dentro dos vasos. A viscosidade do
sangue é, portanto, alterada.

Mastacitos, uma das células residentes no tecido, também exercem um
importante papel na vasodilatagao e aumento da permeabilidade vascular na
inflamagdo aguda. Uma vez estimulado, o mastocito desgranula, liberando seus
granulos citoplasmaticos contendo, entre outras substancias, a histamina, um
potente indutor de vasodilatacao.

Outro ponto importante no que diz respeito as alteragdes vasculares nos
processos inflamatdrios agudos, é que elas sdo mediadas também pela libera-
cdo de dxido nitrico (NO) proveniente das células endoteliais. O NO tem duas
principais fungGes: potente indutor de vasodilatacao que tem papel fundamen-
tal no processo inflamatorio, e a como agente citotoxico, contra microrganis-
mos. Além disso, o NO também interfere no processo inflamatério agudo por
inibicdo da adesdo/agregacdo plaquetaria e a adesdo leucocitaria.

3.3.2.Edema

Consiste no acumulo de liquido rico em proteinas plasmaticas no intersti-
cio ou nas cavidades do corpo. O aumento da permeabilidade vascular leva a
constituicdo de edema (presenca de liquido no espaco extravascular). O edema
é originado pelo desequilibrio entre os fatores que atuam na dinamica entre o
liquido intersticial e o ambiente intravascular. Esses fatores compreendem a
pressao hidrostatica (sanguinea e intersticial), a pressdo oncética (sanguinea e
intersticial) e os vasos linfaticos (Fig. 3.1).

1) Pressdo hidrostatica sanguinea: quando essa pressdo aumenta, ocorre
saida excessiva de liquido do vaso, situagdo comum em estados de hipertensao
e drenagem venosa defeituosa (por exemplo, em casos de varizes, insuficiéncia
cardiaca).

2) Pressdo hidrostatica intersticial: se diminuida essa forga, o liquido ndo re-
torna para o meio intravascular, acumulando-se no tecido.

3) Pressdo oncdtica sanguinea: a reducdo da pressdo oncdtica impede o
deslocamento do liquido do meio intersticial para o interior do vaso.

4)Pressdo oncotica intersticial: um aumento da quantidade de proteinas no
intersticio favorece a retencdo de liquido nesse local. Além disso, o aumento
dessa forca contribui para a dificuldade de drenagem linfatica na regido.
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5) Vasos linfaticos: sdo responsaveis pela drenagem de liquido no intersti-
cio. Caso a drenagem linfatica mostre-se comprometida, havera o surgimento
do edema. Um exemplo patoldgico que revela a contribuicdo dos vasos linfati-
cos na formagdo do edema ¢ a elefantiase (doenca causada pelo helminto Wu-
chereria bancrofti). Nesta situacdo observa-se obstrucdo das vias linfaticas.

6) Acimulo de sddio no intersticio: ocorre quando ha ingestdo de sddio
maior do que sua excrecao pelo rim, levando ao aumento da pressao osmotica
do intersticio, provocando maior saida de agua do vaso.

O edema pode ainda aparecer sem estar relacionado ao processo inflama-
torio. Nesta situacao onde se observa um acumulo de liquido no intersticio com
baixos niveis de proteina podemos denomina-lo de transudato.

Cap.3
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Fig. 3.1 Esquema demonstrando os fatores que induzem a formacdo do edema e vasodila-

tagdo.
3.3.3. Infiltrado inflamatdrio

O primeiro evento para a migracdo de leucécito dos vasos sanguineos para
o tecido € a interacdo entre as células e o endotélio sanguineo. Essa ligacao e
mediada por moléculas de ades3o celular (MAC) que sdo encontradas princi-
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palmente na superficie dos leucdcitos e nas células endoteliais do tecido com
a injuria. A interagdo entre as células ocorre em dois passos. Primeiramente,
moléculas de adesdo denominadas selectinas aderem o leucocito a parede
do endotélio, iniciando dessa forma, o processo de rolamento ao longo da
superficie vascular. Em seguida, uma ligagcdo mais forte ocorre entre as célu-
las endoteliais e os leucdcitos, através da expressdo de outra MAC, a integrina.
Uma vez aderido ao endotélio, leucocitos alcangam os tecidos, passando por
entre as celulas endoteliais, um processo denominado transmigragao, ou dia-
pedese. Apds sair dos vasos sanguineos, os leucocitos sao guiados ao sitio da
inflamacdo por diferentes fatores quimioatraentes, como quimiocinas e pepti-
deo C5a, o qual é liberado quando o sistema de complemento é ativado via imu-
nidade especifica ou inata. Contudo, em algumas circunstancias, o perfil de leu-
cocitos recrutado para o tecido pode alterar a depender da natureza do agente
agressor. Por exemplo, eosindfilos sdo mais predominantes do que neutréfilos
na inflamagdo aguda desencadeada por infecgdes parasitarias com helmintos.
Eosinofilos também liberam diversas moléculas regulatorias que aumentam a
permeabilidade endotelial (Fig. 3.2).

Processo de marginagdo, rolamento, adesdo e diapedese de leucdcitos.

54 SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR - 10C/Fiocruz



INFLAMACAO AGUDA |

A amplificagdo da resposta inflamatdria aguda apos a injuria em uma pequena area
de tecido sugere que substancias quimicas sao liberadas dos tecidos danificados, e es-
palham-se para outras areas ainda ndo danificadas. Essas substancias, chamadas de me-
diadores quimicos pro-inflamatdrios, causam vasodilatagdo, migragao e recrutamento
de leucdcitos, e aumento da permeabilidade vascular como foi discutido anteriormente.
A sintese e acdo desses mediadores serd melhor estudada nos capitulos posteriores.

O termoresolucdo significaa completarestauragdo do tecido ao normal apds um pro-
cesso inflamatdrio agudo. As condicdes que favorecem a resolugdo sdo:

* eliminacdo dos residuos de morte celular e dano do tecido;
* rapida destruicdo do agente agressor (ex: fagocitose de bactéria)

* remocdo dos fluidos e debris por um processo de drenagem vascular.
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A inflamagdo cronica ¢ uma condigdo patoldgica persistente caracterizada por um
aumento no contetdo da celularidade e de outros elementos teciduais. Pode ser classi-
ficada tanto em termos clinicos quanto bioldgicos. No primeiro caso, € utilizado o crite-
rio cronologico, ou seja, a inflamagdo com longo periodo de duragdo, ndo sendo visiveis,
necessariamente, todos os sinais cardinais de dor, tumor, calor, rubor e perda de funcao.
No segundo, a inflamacdo cronica é classificada segundo os critérios histopatoldgicos,
através da observacdo dos elementos teciduais - células mononucleares (mondcitos,
macrofagos, linfdcitos, plasmacitos), fibroblastos e pouca quantidade ou auséncia de fe-
ndmenos exsudativos plasmaticos. Normalmente, utilizam-se ambos os critérios como

base para o diagndstico.

Durante esta resposta crénica ocorrem dois processos simultaneos: destruicdo te-
cidual, devido a permanéncia do agente agressor e, portanto, da resposta imunologica
contra o mesmo (fase degenerativo-necrdtica) e tentativa de reparo tecidual (fase pro-
dutivo-reparativa), caracterizada pela formagdo de vasos sanguineos (angiogénese) e
pela substituicdo do parénquima (a parte funcional do érgdo) por fibrose.

Como descrito acima, as células que participam desse processo incluem, além de
macrofagos e linfocitos (descritos nos capitulos 1e 2), os fibroblastos (Fig. 4.1), que sdo
as principais células do tecido conjuntivo responsaveis pela sintese de componentes da
matriz extracelular, como glicoproteinas, glicosaminoglicanos, colageno e elastina. Es-
sas células sdo de grande importancia principalmente na etapa de tentativa de reparo
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tecidual. Além de participarem na definicdo da estrutura tecidual, os fibroblastos sdo
capazes de modular a resposta imunoldgica atraves da producado de citocinas, quimio-
cinas e prostaglandinas, que irdo alterar os tipos celulares presentes no tecido. Quando
ativadas podem se diferenciar em diversos tipos celulares como miofibroblastos que
possuem um papel central na contracdo da ferida, produzindo e secretando proteinas de
matriz, além de fatores de crescimento. Um exemplo da sua mutabilidade é a capacida-
de de responder de diferentes formas a estimulos diversos, como, por exemplo, produ-
zindo proteinas de matriz extracelular pararespostas do tipo Th1e Th2.

@ 3@

Células principais componentes do granuloma. (A) Macrofagos; (B) Células gigan-
tes; (C) Linfécitos; (D) Fibroblastos.

Entre as causas endogenas da inflamagao cronica inclui-se a persisténcia da inflama-

¢ao aguda. As causas exdgenas sdo variadas, podendo incluir:

* infecgBes persistentes por microrganismos de baixa viruléncia, isto &, de bai-
xa atividade agressora ao tecido, porem de alto grau de patogenicidade. Ex.
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae; Treponema pallidum (sifi-
lis); fungos (Cryptococcus neoformans, Coccidioides immitis, Paracoccidioides
braziliensis); parasitos (Schistossoma sp., Leishmania braziliensis);

* exposicdo prolongada a agentes tdxicos/inorganicos, exégenos ou enddgenos.
Ex.: particulas de silica cristalina (silicose), berilio (beriliose); componentes lipi-
dicos plasmaticos toxicos enddgenos (aterosclerose);

* localizagdo anatomica: antigeno presente em regido de dificil acesso, afastado
de vias de drenagem (ovario, cérebro, rim) e levando a formagado de abcesso. Re-
tirada atraves de procedimento cirurgico;

SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR - 10C/Fiocruz



INFLAMACAO CRONICA | Cap. 4

* reacdes autoimunes (Lupus eritematoso, artrite reumatoide);

* Rejeicdo a enxerto.

As inflamagdes crénicas podem ser classificadas de acordo com os seus elementos
constituintes, incluindo dois principais tipos: inespecifica e granulomatosa.

4.3.1. Inespecifica

N&o apresenta um padrdo caracteristico, sendo composta por células mo-
nonucleares associadas a outros tipos celulares, sem predominancia especifi-
ca, sendo, em geral, observados linfocitos, plasmacitos e macréfagos.

4.3.2. Granulomatosa

Caracterizada pela presenga de granulomas que sdo estruturas arredon-
dadas compostas por macrofagos, células epitelidides organizadas concen-
tricamente associadas com uma matriz extracelular, linfocitos e granulocitos
na por¢do mais externa (Fig. 4.2). Os macréfagos sofrem modificagGes estru-
turais e funcionais para aumentar a eficiéncia do processo de fagocitose. Es-
ses macrofagos transformam-se em células maiores que possuem aspecto
morfoldgico semelhante a células epiteliais e/ou em células gigantes, que sdo
multinucleadas tendo sua origem a partir da fusdo de macréfagos, associando-
se também a fibroblastos. Essas células ocupam inicialmente, a porcdo central
do granuloma. As interac8es entre linfocitos e macrofagos sustentam a pro-
ducdo de fatores de crescimento, enzimas proteoliticas e citocinas, que juntas
estimulam a deposicao de elementos do tecido conectivo. Células Th2 parecem
participar dos granulomas juntamente com células Thi1, atuando possivelmen-
te na regulacdo da sua atividade e evitando lesdes tissulares disseminadas.
Perifericamente, proliferam fibroblastos que d3o suporte a estrutura granu-
lomatosa, formando uma parede fibrotica, além de vasos sanguineos que sdo
responsaveis pela nutricao do granuloma. Em algumas doencas, com o decor-
rer do tempo ha o crescimento do granuloma, com a por¢do central sofrendo
necrose caseosa devido a inexisténcia de vasos nesta regiao, o que determina

a caréncia nutricional e consequente formacdo de um centro necrotico. Essa é
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uma caracteristica marcante que permite a sugestao do diagnostico de deter-
minadas doengas mesmo sem a visualizagao do seu agente causal, como, por
exemplo, o granuloma associado ao bacilo de Koch. O granuloma e geralmente
uma resposta local a um agente infeccioso, protetora, porém em alguns casos
ndo elimina o patogeno e em outros pode pela resposta exacerbada resultar
em fibrose do drgao.

m llustragdo esquematica de um granuloma.

Ha basicamente dois tipos de granulomas:

* Granuloma de corpo estranho: Produzidos em resposta a agentes exogenos ndo-
vivos como particulas de poeira, silicio, berilio e outros materiais, que devido ao
grande tamanho ndo podem ser fagocitadas. Células gigantes sdo formadas na
tentativa de remové-las do local.

* Granuloma imune: Produzidos por particulas insoluveis que sdo capazes de in-
duzir uma resposta imune mediada por células. Nessa resposta os macrofagos
fagocitam o agente patogénico, processam e apresentam parte dele para lin-
focitos T, ativando-os. As células T ativadas produzem citocinas que estimulam
outras celulas T que atuam perpetuando aresposta. Uma citocina importante é o
INF-y que participa na diferenciacdo do macrofago em células epitelidides e em
células gigantes multinucleadas.
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Além desses dois tipos principais de inflamacdo cronica podem ocorrer ainda as in-
flamagdes cronicas produtivas e exsudativas, caracterizadas pelo predominio de grande
quantidade de fibras colagenas e de células e pela presenca de pus, respectivamente.

Quando ha o desaparecimento do agente causador da inflamacdo, esta evolui para
cura, podendo ocorrer dois tipos de reparo dependendo do estado de destruigdo do te-
cido e do grau de transformacdo sofrido por este durante a inflamacdo: regeneracao,
que ocorre quando ha reposicdo de tecido idéntico ao que foi lesionado; ou cicatrizacao,
quando had a substituicdo do tecido lesionado por tecido conjuntivo fibroso, formando
uma cicatriz. Esse processo de reparo ocorre de forma concomitante a inflamagao, sen-
do considerado como finalizado quando ha restitui¢do da morfologia e homeostase teci-
dual. E um mecanismo complexo que envolve os efeitos reciprocos das interacdes entre

as células epiteliais, estromais e inflamatdrias.

Mesmo quando ocorre com alta eficiéncia, o reparo de uma ferida na maioria dos or-
ganismos vertebrados, € dominada por uma resposta fibroproliferativa que produz uma
cicatriz fibrosa quando ocorre perda importante de tecidos. Apenas em um nimero bem
restrito de espécies de vertebrados e tecidos, por exemplo, 0 0sseo, a fase inicial do re-
paro é seguida por uma perfeita restauragado ou regeneracdo do 6rgdo tanto estrutural-
mente quanto funcionalmente. A taxa de cura € influenciada por diversos fatores como
localizagdo da lesdo, o tipo de tecido, a caracteristica da eventual infec¢do, a ma circula-
¢ao sanguinea ou o eventual uso de esteroides, sendo este ultimo utilizado em procedi-
mentos cirdrgicos, principalmente em cirurgias plasticas, de forma a tornar as cicatrizes

imperceptiveis na pele.

Uma caracteristica marcante que ira ditar a capacidade de regeneracdo do tecido
consiste nos tipos celulares que o compde. Nos processos regenerativos, em geral, quan-
to mais diferenciada for uma célula menor € o grau de multiplicacdo e regeneracdo. As
celulas podem ser classificadas segundo sua capacidade proliferativa em:

* (élulas Labeis - Possuem alta capacidade proliferativa, estando, portanto, em
constante processo de mitose.

Ex.: tecido epitelial, mucosas oral, nasal, vaginal, tecido hematopoietico

* (élulas Estaveis - Constituem a grande maioria dentre os varios tipos de células
do organismo. Possuem menor poder mitdtico em relagdo as células labeis, sen-
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do mais especializadas. Possuem capacidade de regeneracao variavel de drgao
para orgao.

Ex.: ostedcito, tecidos cartilaginoso, conjuntivo, adiposo.

* Células Permanentes (ou Perenes) - Diferenciam-se durante o periodo embrio-
nario, perdendo a capacidade proliferativa apos sua conclusdo. S3o altamente
especializadas. Em tecidos compostos por esse tipo celular, o reparo advem de
outros tipos celulares adjacentes (ex.: células de Schwann no tecido nervoso pe-
riférico).

Ex.: neurdnio, musculo esqueletico e musculo cardiaco.

4.4.1. Fases do Reparo/Cicatrizacdo

Diante de uma lesdo severa, ou de uma inflamagdo complicada manifes-
tada, por exemplo, por uma agressao persistente ou contaminacdo, ou ainda
mediante a destruicdo de células perenes, ha a reposicdo do tecido destruido
por um conjuntivo neoformado ndo especializado, que caracteriza o processo
de cicatrizacdo.

O processo de reparo normal de uma ferida € altamente dinamico e consiste
de diversas fases que se sobrepdem. Didaticamente, ele pode ser dividido em
trés fases:

1. Fase de inflamacdo: ocorre logo apds a lesdo e inicia-se pela agregacdo
plaquetaria com formacdo de uma matriz extracelular provisoéria formada de
fibrina e fibronectina. As plaquetas sdo responsaveis pela liberagdo de fatores
de crescimento e proteinas de adesdo que estimulardo aresposta inflamatdria,
com inducdo da migragdo de células como os neutrofilos, que possuem como
principal funcdo solubilizar os debris, e 0s mondcitos, que no tecido se diferen-
ciardo em macrofagos e fagocitardo os debris solubilizados pelos neutrofilos.
Além disso, os macrofagos também sdo responsaveis pela sintese e secrecdo
de citocinas e fatores de crescimento que dardo continuidade aos eventos de
reparo.Jaamatriz extracelular provisoria € responsavel por evitar o extravasa-

mento sanguineo e servir de substrato para a migracdo de células infiltrantes.

2. Fase de crescimento do tecido de granulacdo (fibroblastos, células in-
flamatdrias, principalmente macréfagos e componentes neovasculares e de
matriz extracelular, como fibronectina, laminina, colageno e glicosaminoglica-
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nos): compreende a proliferacdo de fibroblastos (fibroplasia), a angiogénese
(formacdo de novos vasos), a reinervacdo e deposicdo de matriz extracelular.
A angiogénese ocorre para suprir o tecido de granulagdo com nutrientes e oxi-
génio atraves dos novos vasos. Concomitante a esses eventos, os fibroblastos
diferenciam-se em miofibroblastos, os quais secretam grandes quantidades
de fibronectina para promover a aderéncia adicional de células e a condi¢do fa-
voravel para a deposi¢do/orientagdo das fibrilas de colageno.

3. Fase de maturagdo/remodelamento tecidual: inicia-se simultaneamente
com a fase anterior, ocorrendo sintese e deposicdo de colageno e contragdo
das bordas da ferida para diminuir o tamanho da lesdo a custa dos miofibro-
blastos. Ha um remodelamento da matriz, sendo que o tecido granular passa
a uma cicatriz madura, com menor celularidade e menos vascularizado que o
tecido de granulagdo. A diminuicdo do componente celular, incluindo os miofi-
broblastos, pode ocorrer pela apoptose seletiva ou pela migracdo celular para
fora do sitio da ferida. Essa cicatriz entdo, sendo pouco vascularizada e com
poucas células, é composta principalmente por fibras colagenosas compacta-
das, podendo adquirir uma coloragdo esbranquicada.

A persisténcia do agente agressor, a sintese excessiva de colageno e outros
componentes de matriz extracelular, além dareducdo na producdo das enzimas
que degradam a matriz extracelular, podem levar a desregulacdo do processo
de reparo tecidual, com excessiva deposicdo dos componentes de matriz, o
queresultana destruicdo da arquitetura do tecido e consequentemente emum
comprometimento da fun¢do, o que caracteriza a fibrose tecidual.

Inimeras doengas sao caracterizadas pelo seu curso crénico devido a persisténcia do
agente agressor, podendo ser esse infeccioso ou ndo. Podemos citar algumas dessas do-
encas como: hanseniase, tuberculose, doenga de Chagas, leishmaniose, toxoplasmose,
esquistossomose, hepatite, doenca de Crohn, artrite reumatdide, colite ulcerosa, doen-
ca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), lipus eritematoso, polirradiculoneuropatia des-
mielinizante inflamatoria cronica (CIDP), ateroesclerose, asma, silicose, entre outras.

A seguir serdo descritos os aspectos imunopatolégicos de algumas das doengas que
foram citadas acima e possuem alta prevaléncia no Brasil e no mundo.
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4.5.1. Tuberculose

O Mycobacterium tuberculosis (Mtb) é o agente etioldgico da tuberculo-
se (TB) e a Organizagdo Mundial de Salde estima que um terco da populagdo
mundial esteja infectada com Mtb, com aproximadamente 8 milhdes de casos
novos e 2-3 milhdes de mortes descritas anualmente. A incidéncia global da
TB esta aumentando aproximadamente 0,4% ao ano, direcionada por fatores
como a epidemia da AIDS, a pobreza e o aumento da densidade populacional.
Apesar da existéncia de tratamentos efetivos, o controle da TB é complicado
devido anatureza crénica da doenca. Somente 5a10% dos individuos expostos
ao Mtb desenvolvem TB ativa nos primeiros dois anos apos a exposicdao. Um
elevado percentual de individuos expostos se torna infectado e ndo sdo capa-
zes de eliminar a micobactéria, apresentando uma infeccao latente.

O principal sitio de infeccdo e desenvolvimento da doencga sdo os pulmdes,
sendo que as formas extrapulmonares da pleura, linfonodos, ossos, sistema
genito-urinario, meninges, peritdneo ou pele ocorrem em 15% dos pacientes.
Mais raramente, pode-se desenvolver a tuberculose disseminada (miliar). A
transmissdo ocorre geralmente pelainalagdo de particulas combacilos em sus-
pensdo no ar, emitidos por pacientes com tuberculose pulmonar ativa, apos a
fala, o espirro e, principalmente a tosse. Os sintomas mais evidentes sdo: tosse
cronica, febre, persisténcia de suores noturnos intensos, perda de peso e facil
cansaco, dores no torax e falta de apetite.

Sabe-se que a susceptibilidade a doenca e multifatorial. Acredita-se que
além de fatores socio-econémicos, a evolugao dependa também do indivi-
duo estar sendo infectado pela primeira vez (primo-infec¢do) ou reinfectado
(reinfeccdo exdgena). A probabilidade de adoecer em uma primo-infeccdo de-
pende da viruléncia do bacilo, da fonte infectante e das caracteristicas gené-
ticas dos individuos infectados. Em novo contato, apés uma infec¢do natural
ou induzida pela BCG, a resisténcia dependera da resposta imunologica. De-
pendendo de fatores individuais relacionados a imunidade, a resposta inicial
do hospedeiro pode ser efetiva e eliminar o bacilo, ou, este pode permanecer
latente durante toda a vida do individuo infectado. Se aresposta imunologica
inicial ndo controlar a progressao da infeccdo, o bacilo se multiplica e causa
doenca clinica. E o crescimento lento do Mtb que condiciona um decurso cli-
nico cronico da infeccao.
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O evento inicial apds os bacilos alcangarem o trato respiratdrio (bronquio-
los e alvéolos) é o seu reconhecimento, por macrofagos através de receptores
como Toll Like Receptors, de complemento e a por¢ao Fc de imunoglobulinas
que permitem aos fagocitos atuarem de forma inespecifica contra agentes
infecciosos na resposta imunolodgica inata. Posteriormente os macréfagos al-
veolares fagocitam o Mtb, formando o sitio primario da infeccdo aonde os pa-
tégenos irdo se multiplicar. Os macrofagos perfazem a primeira linha de defesa
contra o Mtb, sendo essenciais para o desenvolvimento da resposta imune me-
diada por células que se desenvolve com 2 a 6 semanas de infec¢do apds o pro-
cessamento antigénico, apresentacdo e ativa¢do dos linfdcitos T. A liberagdo
de quimiocinas como IL-8, MIP-1a, MIP-18 e RANTES contribui para o influxo de
linfocitos e mondcitos para o sitio da infeccdo, ativagdo dos mondcitos em ma-
crofagos, resultando na formagao do granuloma na sua fase inicial constituido
por macrofagos ativados e modificados e linfocitos.

Uma vez no interior dos macrdfagos, o bacilo pode ser eliminado por varios
mecanismos mediados pela interacdo entre as células fagociticas, linfocitos e
citocinas. Um desses mecanismos envolve linfdcitos T e células NK que, através
da secrecdo de IFN-y, ativam macrofagos a produzirem uma série de substan-
cias, incluindo especies reativas do oxigénio e do nitrogénio, que estdo envol-
vidas na inibicdo do crescimento e na morte do patogeno. No entanto, mesmo
os macrofagos ativados falham em erradicar completamente o Mtb de cepas
mais virulentas ou na dependéncia de fatores nutricionais, existéncia de co-in-
feccdo (HIV) ou genéticas do individuo (hospedeiro). Os bacilos persistentes
evoluem paraum estagio de dorméncia comredugdo da atividade metabadlica, o
que facilita sua sobrevivéncia sob condi¢des de privacdo de nutrientes e oxigé-
nio. A proeminente necrose no interior do granuloma, principalmente de células
epitelidides, o tornam caseoso, rico em material lipidico que serve de fonte de
nutrientes paraamicobactéria. A destruicdo adicional desse tipo de granuloma
pode levar a liquefacdo, permitindo entdo a disseminagado do Mtb.

Acredita-se que as subpopulacdes de células T(T CD4*, T CD8, além de célu-
las T y8) desempenham diferentes fungdes na infeccdo, incluindo meméria imu-
noldgica para o controle da infecgdo. A resposta do tipo Thi, caracterizada por
elevadaproducdo de IFN-ye IL-12, parece ser essencial para o desenvolvimento
de uma imunidade protetora contra o Mtb.
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A despeito da existéncia de medicamentos eficazes no tratamento da TB,
(terapia com multiplas drogas, compreendendo uma fase inicial de rifampicina,
isoniazida, pirazinamida e etambutol diariamente por 2 meses e uma fase de
continuidade de rifampicina e isoniazida por 4 meses adicionais) os esforcos
para tratar os pacientes com doenca ativa e controlar a disseminagdo da doen-
¢a sdo dificultados devido a emergéncia de cepas de Mtb resistentes a multi-
plas drogas. A TB multi-resistente é definida como a resisténcia a isoniazida e
a rifampicina, com ou sem resisténcia a outros agentes, e tem como causas a
interrupgao do tratamento e os baixos indices de cura observados em pacien-
tes co-infectados com HIV.

Apesar de falar-se em transi¢ao epidemiologica, com redugdo das mortes
causadas por agentes infecciosos em todo o mundo, a TB € ainda umarealidade
em paises em desenvolvimento e, comecam a ser relatados casos de extrema
resisténcia a drogas em alguns paises, o que justifica anecessidade de estudos
direcionados na compreensdo da patogénese da doenca. A vacina atualmente
em uso, o bacilo Calmette-Guérin (BCG) apresenta forte resposta celular con-
tra Mtb, mas os niveis de protecdo sdo altamente variaveis. Desse modo, no-
vas estratégias de vacinacdo, novos medicamentos, melhores ferramentas de
diagnostico e testes de susceptibilidade a drogas ainda sao tema de pesquisas
em todo o mundo.

Tratamentos realizados com imunomoduladores como IFN-y em pacientes
resistentes mostraram reducgdo da carga bacilar e melhora clinica, porém, es-
tes sao de custo muito elevado. Recentemente, da-se prioridade a investigagao
do potencial de novas vacinas com vistas ao desenvolvimento de BCG recom-
binante, vacinas de DNA e vacinas compostas de subunidades dos principais
determinantes antigénicos de Mtb.

4.5.2. Esquistossomose

A esquistossomose, também conhecida como bilharziose, é uma doen-
Ga parasitaria tropical causada por trematddeos do género Schistosoma. Trés
espécies principais sdo responsaveis pela infecgdo em humanos: S. mansoni
(América do Sul e Africa Subsaariana), S. haematobum (Africa Subsaariana)
e S. japonicum (Asia Oriental). Essa doenca acomete aproximadamente 200
milhdes de pessoas mundialmente, principalmente nos paises em desenvol-
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vimento e dados epidemioldgicos demonstram que as taxas de infecgdo sao
maiores em criangas.

Algumas caracteristicas interessantes sdo observadas na esquistosso-
mose. De uma forma geral, observa-se que a resposta imune esta altamente
relacionada com varias mudangas anatomopatologicas que acompanham a in-
feccdo e que, mesmo na presenga de uma forte resposta imunologica, o parasi-
to sobrevive por anos no hospedeiro. A resposta tipica e protetora a infec¢ao
helmintica é do tipo Th2 e, além disso, observa-se que individuos infectados

podem ter resisténcia a superinfeccao.

A infeccdo por S. mansoni inicia-se pela penetracdo ativa das cercarias na
superficie do corpo com posterior transformacao nas formas jovens do parasi-
to - os esquistossdmulos. Esses ganham a circulagdo, passando pelo coragao,
pulmdes e, em seguida, figado, onde se instalam no sistema porta intra-hepa-
tico, desenvolvendo-se em vermes adultos e alimentando-se de hemacias e
globulinas. Esses parasitos adultos, geralmente acasalam, e migram para os
plexos venosos mesentéricos. Os ovos formados, com envoltdrio rigido, sdo
liberados pelas fémeas na vasculatura, alcangando o lUmem intestinal através
da liberacdo de enzimas proteoliticas pelos proprios miracidios contidos nos
ovos. Esses ovos sdo entdo eliminados nas fezes e podem permanecer vidveis
por até sete dias.

Os ovos que ficam retidos na parede intestinal e 0s que caem na circulagdo
sanguinea mesentérica geralmente ficamretidos no figado onde serdo respon-
saveis pelo desenvolvimento de granulomas. O mecanismo de migracao dos
ovos e pouco conhecido, mas acredita-se que haja o envolvimento de compo-
nentes imunologicos do hospedeiro, uma vez que pacientes imunocomprome-
tidos possuem redugdo na excregao de ovos. Além disso, acredita-se que tais
componentes, especialmente células T CD4*, também estejam envolvidos no

processo de maturacdo e fecundacdo dos parasitos.

O contato dos ovos com a agua promove a eclosao, com liberagao dos mi-
racidios que, atraves de fototropismo e quimiotropismo, nadam em busca do
seu hospedeiro adequado, no caso, os moluscos aquaticos do género Biompha-
laria. Apos penetrar nos moluscos, os miracidios transformam-se e multipli-

cam-se assexuadamente, por poliembrionia, em esporocistos multicelulares e
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posteriormente em cercarias. Apds abandonarem o hospedeiro invertebrado
as cercarias permanecem na agua até encontrarem seu hospedeiro vertebrado
(homem ou outro animal suscetivel), onde completardo sua evolucdo até ver-
mes adultos.

Durante o curso da doenca, podem ser observadas duas fases clinicas prin-
cipais: aguda (inicial) e cronica. A esquistossomose aguda em humanos é carac-
terizada por doenca febril debilitante (febre de Katayama) que pode ocorrer
antes do aparecimento dos ovos em resposta ao esquistossémulo migrante. E
determinada por uma resposta Thi-like como produgdo de TNF-a, IL-1f e IL-6,
sendo regulada posteriormente e provavelmente pela presenca de IL-10, de-
senvolvendo umaresposta do tipo Th2. A severidade da doenca € correlaciona-
da com aincapacidade em alterar o tipo de resposta.

A doenca cronica resulta da resposta do hospedeiro ao acimulo de ovos
presos no tecido, decorrente de migracao intestinal ou apds embolizagao no
figado, baco, pulmdes ou sistema cérebro-espinhal. O figado é o principal ¢r-
gdo afetado uma vez que os ovos sdo levados pelo fluxo sanguineo para ele.
A forma mais grave hepatoesplénica é usualmente acompanhada de severa
fibrose hepatica e periportal, que leva a progressiva oclusdo das veias, com
hipertensdo portal e desvio porto-sistémico do sangue venoso. Essas lesdes
sdo ocasionadas pelo desenvolvimento de uma resposta do tipo Th2, induzida
por antigenos do ovo, com formacdo do granuloma ao redor do mesmo. Esse
granuloma é composto por fibras colagenas e células incluindo linfocitos T
CD4, eosindfilos e macrofagos. A ativacao alternativa desses macrofagos por
citocinas Th2, principalmente IL-13, leva a indugdo da expressao de L-arginase,
que esta relacionada com a formacao de colageno e o padrdo extensivamente
fibrotico do granuloma.

A persisténcia de uma resposta Thi inibe a formacdo do granuloma, ob-
servando-se o desenvolvimento de uma doenca hepatotoxica. No entanto, a
resposta prolongada do tipo Th2, apesar de proteger o figado, contribui para
o desenvolvimento de fibrose hepatica e morbidade crénica. A presenca de me-
canismos regulatorios em resposta a infeccao helmintica como a producado de
IL-10, e possivelmente TGF-B, poderiam contribuir para o balanco da resposta
Th1-Th2na doenca.
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O tratamento basico da esquistossomose atualmente é feito pela adminis-
tracdo de medicamentos anti-helminticos. O mais utilizado é o praziquantel,
que é ativo contra todas as espécies de Schistosoma. Essa droga age atraves
da paralisagdo do parasito e dano de seu tegumento. Apesar de ocasionar al-
guns efeitos colaterais, essa droga é de baixa toxicidade. No Brasil é principal-
mente administrado a oxamniquine, uma outra droga anti-helmintica que age

somente em S. mansoni.

Em algumas situagdes indica-se o uso de praziquantel associado a corticos-
terdides, como no caso da presenca da febre de Katayama ou casos de neu-
roesqusitossomose. Em casos mais graves de esquistossomose hepatoesplé-
nica, com hipertensao porta e hemorragias, opta-se pelo tratamento cirtrgico.

De qualquer forma, € necessario o controle da doenca, evitando-se a inci-
déncia de novos casos. A melhor forma para que isto ocorra € através de mu-
dangas comportamentais, sanitizagao, educagao e melhorias no suprimento de
agua para a populagdo.

4.5.3.Asma

A asma é uma doenca inflamatoria crénica das vias aéreas que acomete
cerca de 300 milhdes de pessoas mundialmente, principalmente criangas. Sua
prevaléncia tem aumentado significativamente, atingindo proporcdes epidé-
micas. Esse aumento tem sido relacionado a urbanizacdo e desenvolvimento
econdmico, tendo relatos de maiores taxas de prevaléncia em paises econo-
micamente desenvolvidos. Uma hipdtese que tem sido bastante considerada -
hipdtese da higiene - indica que 0 aumento na prevaléncia de asma nos ultimos
100 anos esta relacionado a mudancas nos padrdes de higiene e estilo de vida
em varios paises, além da diminuicdo da exposi¢ao a microrganismos durante
a infancia. Acredita-se que criangas vivendo em uma sociedade mais moderna,
com menores niveis de infec¢do, apresentam direcionamento da resposta do
sistema imune para o fendtipo Th2 ao invés de Thi, aumentando, portanto, oris-
co deumadoencaalérgica.

Além dos fatores ambientais, estariam também relacionados com o desen-
volvimento da asma, os fatores genéticos. Estudos de polimorfismo identifi-
caram alguns dos genes que poderiam estar envolvidos, sendo esses basica-
mente relacionados ao reconhecimento do alergeno e elaboragao da resposta
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imune, como sera discutido posteriormente. Como exemplos, podem ser cita-
dos genes relacionados ao desenvolvimento da resposta do tipo Th2, como as
IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, além dos genes que codificam o TNF-a, 0 MHC, a subuni-
dade B do receptor de alta afinidade de IgE, entre outros. E de grande interesse
estudar como esses genes que predispdem o individuo a ter asma interagem
com fatores ambientais para que ocorra o desenvolvimento da doenga.

Apesar das causas fundamentais da asmando terem sido complemente elu-
cidadas, os fatores de risco mais associados com seu desenvolvimento envol-
vem a exposicdo de pacientes sensiveis a alérgenos inalados como os situados
dentro de casa (pequenas quantidades de poeira caseira em roupas de cama,
moveis, carpetes, pelos de animais de estimacdo), os situados ao ar livre (pdlen
e mofo), fumaca de cigarro, exercicios, irritantes quimicos presentes no local
de trabalho, dentre outros.

Em termos patologicos, a asma € caracterizada por varias mudangas nas
vias aéreas que incluem a presenca de infiltrado inflamatorio, com predominio
de eosindfilos, hiperresponsividade brénquica, hipersecre¢do de muco e com-
prometimento da fun¢do pulmonar. Os principais sintomas associados sdo epi-

sodios recorrentes de tosse, dificuldade de respirar, chiado e aperto no peito.

As caracteristicas imunologicas da asma resumem-se em uma reagdo in-
flamatoria modulada por diferentes tipos de células, como mastacitos, que
quanto ativados secretam varios mediadores vasoativos e pro-inflamatorios, e
também linfdcitos, eosinodfilos, macrofagos e, em menor grau, neutrofilos, além
de elementos mesenquimais como fibroblastos, células endoteliais e muscu-
lares. E controlada por células do tipo Th2 secretoras de IL-4, IL-5 e IL-13, que
vao mediar o aumento na expressao de moleculas de adesdo e secrecao de
quimiocinas, recrutamento das células imunes efetoras, degranulagdo de eo-
sindfilos, sintese de IgE, e hiperreatividade do musculo liso. Nesse contexto,
as células dendriticas tém sido descritas como elementos chaves na sensibili-
zagdo a alérgenos inalados e também na iniciagdo e manutencdo da inflamagdo
eosinofilica.

A exposicdo constante ao estimulo alergénico promove o desenvolvimento
da inflamacdo e dano das vias aéreas, levando a consequéncias severas aos in-
dividuos portadores de asma brénquica.
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A liberacdo de citocinas, fatores de crescimento e quimiocinas como IL-4,
IL-5, TGF-B e CCL5 por células epiteliais ativadas e células inflamatorias, de-
sencadeia o processo na asma de um reparo anormal. Os fibroblastos sdo as
principais células envolvidas nesse processo, podendo diferenciar-se em mio-
fibroblastos. Os principais eventos envolvidos sdo a angiogénese, o espessa-
mento da membrana basal, a proliferagcdo da camada muscular lisa e a fibrose
peribronquica. A hipertrofia e hiperplasia da massa muscular das vias aéreas
aumentam a responsividade bronquica atraves do aumento daresposta ao es-
timulo broncoconstritor e reducao do diametro das vias aereas.

O tratamento medicamentoso da asma envolve a utilizacdo de drogas per-
tencentes a diversas classes farmacoldgicas que, através de mecanismos de
acao diferentes visam basicamente relaxamento da musculatura lisa bronquio-
lar, diminuicdo da secrecdo mucosa e infiltrado inflamatorio assim como inibi-
¢ao da fungdo mastocitaria.

A adocdo de terapia que envolve o uso de corticosteroides, broncodilata-
dores e inibidores de sintese e antagonistas de receptor de leucotrienos (ca-
pitulos 8 e9) visa principalmente melhoria da qualidade de vida com término
das crises de broncoespasmo, reducao de internacdes e tolerancia normal aos
exercicios, prevenc¢do da limitacdo irreversivel do fluxo aéreo e principalmente,
prevencao de mortalidade pela doenca.

4.5.4. Silicose

Asilicose é uma doenca pulmonar crénica resultante da exposicao constan-
te & particulas de silica cristalina. E a doenca de carater ocupacional que, ainda
leva a morte centenas de pessoas todos os anos. Acredita-se que aproximada-
mente 20 milhdes de habitantes estejam expostos a poeira contendo particu-
las de silica em todo o mundo. No Brasil, a silicose € uma das pneumoconioses
de maior prevaléncia e estima-se que mais de seis milhdes de trabalhadores
sejam expostos ao po contendo particulas de silica.

A silica é composta por 1atomo de silicio e 2 dtomos de oxigénio (didxido de si-
licio) e forma-se em condi¢Bes de aumento de temperatura e pressdo. Existe em
duas formas, cristalina e amorfa, mas apenas a primeira é tdxica. A silica livre é
encontrada mais facilmente na forma de quartzo, sendo abundante na maioria dos
tipos de rochas, principalmente em granitos, arenitos, areia e tambémno solo.
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Os individuos comummente acometidos sdo os profissionais que atuam em
diferentes ocupagdes como fundicdo de ferro, fabricacdo de vidros, perfuragao
de rochas em construcdo de tuneis, estradas e barragens, moagem de quartzo,
escavagao de pogos, mineragao, dentre outras.

Alguns fatores estdo relacionados com o risco de adquirir silicose: a con-
centragdo doporespiravel, apercentagemdesilica livre e cristalina e aduragao
da exposicdo. De uma forma geral, o periodo de laténcia para a silicose simples
(nodular) é inversamente proporcional aos niveis de exposigdo e é normalmen-
te longo. Além disso, foi observado que a co-exposigcdo com outros tipos de
pos-minerais diminufa a incidéncia dessa doenca.

A patogénese da silicose estd relacionada fase inflamatdria aguda (alveo-
lite) onde verifica-se o depdsito de particulas de silica na superficie epitelial
alveolar e consequente ocorréncia de dano tecidual e apoptose celular. Além
disso, ha o estimulo de células residentes como macrofagos alveolares, células
epiteliais, fibroblastos e mastocitos que vao liberar uma série de mediadores
inflamatdrios como espécies reativas do oxigénio (ROS), espécies reativas do
nitrogénio (RNS), citocinas dentre outros, que sdo capazes de recrutar e esti-

mular células inflamatdrias como neutrdéfilos e linfdcitos para o tecido.

O reconhecimento das particulas minerais pelas células ainda ndo esta bem
estabelecido, mas harelatos da participagdo de receptores scavenger, como o
MARCO em macrofagos e mastacitos, que sdo essenciais no reconhecimento
de microrganismos pela imunidade inata, neste processo.

N&o ha relatos de como os macrdfagos ativados pela silica poderiam esti-
mular as células T. Sabe-se que ha uma predominancia de células T CD4* na sili-
cose. No entanto, os dados referentes a polarizacdo do tipo de resposta imune
obtidos até agora sdo bem controversos, indicando um mecanismo complexo
onde ambos os tipos de resposta (Th1 e Th2) podem acompanhar a doenga sem,
contudo, ser necessario para o seu desenvolvimento, podendo ter ainda a par-
ticipagdo de células T regulatorias e Th17.

Além do dano inicial direto ocasionado pelas proprias particulas, os fatores
liberados pelas células inflamatorias, como derivados reativos do oxigénio e
enzimas proteoliticas podem causar danos adicionais ao DNA e a célula, apop-
tose e quebra da matriz extracelular associada. Esse potencial de dano ao DNA

é o que classifica a silica como uma substancia carcinogénica.
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Na fase de reparo, ha o recrutamento e proliferacao de células mesenqui-
mais por diversos mediadores polipeptidicos como citocinas fibrogénicas
(TNF-a, IL-1B e TGF-B), fatores de crescimento (fator de crescimento deriva-
do de plaquetas - PGDF; fator de crescimento semelhante a insulina - IGF) e
fibronectina. Ha ainda processo de angiogénese e re-epiteliza¢ao dos tecidos
lesionados.

Apesar de um arsenal terapéutico extenso disponivel, até o presente mo-
mento ndo ha uma terapia efetiva para a silicose. O uso de esterdides classicos
como a dexametasona, ndo apresenta grande eficacia, sendo entdo utilizada
uma terapia de suporte que inclui o uso de antitussigenos e broncodilatadores
e utilizagdo de oxigénio. Novas terapias tém sido buscadas, muito embora a
prevencdo € a melhor forma de combate a doenca, regulando a exposi¢ao pro-
fissional a minerais e remocao de pessoas sintomaticas do local de trabalho.
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O desenvolvimento de doengas infecciosas no organismo resulta de interagdes com-
plexas entre o microrganismo invasor e o organismo do hospedeiro. Dentre os eventos
que ocorrem durante a infecgdo, sdo considerados eventos principais (i) a invasdo e a
colonizagdo do sitio do organismo hospedeiro, (ii) escape dos mecanismos de defesa do
organismo (barreiras naturais e sistema imune) e, (iii) a perda da fungdo ou, somente, a
lesdo tecidual decorrente dessa interagao.

Como exemplo, podemos citar que alguns microrganismos sdo capazes de promover
o desenvolvimento de doengas sem colonizar umaregido extensa do tecido do hospedei-
ro.Nesses casos, a patogenicidade € alcangada através da liberagdo de toxinas.

Embora existam eventos caracteristicos do processo infeccioso, os mecanismos de
defesa do organismo sdo numerosos e variados. Dessa forma, algumas caracteristicas
gerais podem ser abordadas:

[) Respostalnata x Resposta Adaptativa - O sistema imune inato proporciona ao
organismo uma defesa imediata, enquanto a resposta imune adaptativa pro-
porciona uma resposta mais duradoura e mais eficaz contra agentes patogéni-
cos. Arespostaimune adaptativa induz células efetoras a eliminar microrganis-
mos e induz a formacado de células de memodria, as quais podem responder mais
efetivamente (mais rapido e com mais intensidade) a uma exposicdo antigénica
repetida, ou seja, auma nova exposi¢cdo do mesmo antigeno;

I} Resposta especifica - Em virtude da grande diversidade de patogenos, o orga-
nismo vai responder de maneira diferente (e especifica) contra os diferentes
tipos de agentes infecciosos.
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1) Sobrevivéncia / Patogenicidade - Tanto a sobrevivéncia do patégeno no orga-
nismo do hospedeiro quanto seu potencial efeito patogénico sdo influenciados
pela capacidade do microrganismo de escapar ou resistir aos mecanismos efe-
tores do sistema imune.

IV) Lesdo Tecidual / Doenca - Em algumas doencas infecciosas, a injuria tecidual e
adoencgapor siso, podem ser causadas pelaresposta do hospedeiro ao patoge-
no (e seus produtos), ao invés de ser causada pelo proprio patégeno.

Desde organismos muito simples, como os virus, ate organismos multicelulares como
os parasitos multicelulares, existe uma grande diversidade de microrganismos capazes
de promover patogenias no organismo humano. Esses patogenos pertencem a quatro ti-
pos principais: virus, bactérias, fungos e parasitos. Emrelagdo aos mecanismos de defe-
sa, 0 organismo vai responder de maneira diferente em fun¢do da biologia do patdgeno,

ou seja, aresposta sera diferente se o agente patogénico for intracelular ou extracelular.

As bactérias extracelulares sdo aquelas capazes de se replicarem fora da célula do
hospedeiro. Muitas dessas bactérias sdo patogénicas e a patologia € causada por dois
mecanismos principais, que podem ser: a inflamacao, ou através da producdo de toxinas,
que sdo responsaveis por exercer diversos efeitos patologicos.

5.1.1. Imunidade Inata

Com relagdo a estrutura de membrana, dentre os demais constituintes, as
bactérias gram-positivas apresentam peptideoglicano na parede celular e as
gram-negativas apresentam lipopolissacarideo (LPS). Essas estruturas sdo
capazes de ativar a via alternativa do sistema de complemento. Dessa forma,
dentre os mecanismos inatos de defesa contra esse tipo de patdgeno, desta-
ca-se a ativagdo do sistema de complemento, que também pode ser ativado
por bactérias que expressam manose na sua superficie celular. Fato esse que
resultaria na opsonizacdo da bactéria, que culminaria com fagocitose ou coma
lise damesma. Durante o processo de fagocitose, varios receptores podem ser
ativados como os receptores de manose, receptores scavenger e receptores
toll-like. Esses varios receptores, uma vez ativados, promovem a ativacao dos
fagdcitos, que irdo secretar citocinas, as quais poderdo induzir infiltrado leuco-
citario para o sitio de infeccao, resultando no processo inflamatorio.
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5.1.2. Imunidade Adaptativa

Aprincipalrespostareferente aimunidade adaptativa € arespostamediada
por anticorpos (humoral). Esse mecanismo de defesa tem como objetivo elimi-
nar o patdgeno, visto que os anticorpos sdo especificos contra antigenos bac-
terianos (presentes na parede bacteriana ou secretados). Além disso, esses an-
ticorpos podem ser especificos contra toxinas (polissacarideos ou proteinas)
produzidas e liberadas por esses patdgenos, com afinalidade de neutraliza-las.

Esse tipo de resposta tem como objetivo principal combater a infecgdo
através de neutralizacdo (da bactéria ou da toxina), opsonizacdo (do micror-
ganismo) e auxilio na fagocitose. Além disso, a producdo de anticorpos pode
promover a ativacao do sistema de complemento, pela via classica. Esse fend-
meno ¢ mediado por imunoglobulinas (Igs) dos isotipos A, G e M(IgG, IgA e IgM).
Além disso, ocorre a ativacdo celular por acdo do interferon-y(IFN-y) e do fator
de necrose tumoral (TNF). Essa ativacdo celular resulta na ativagdo de macro-
fagos, que irdo secretar citocinas, que poderdo levar ao choque séptico. Dentre
os mediadores produzidos, o principal é o TNF. Alguns patégenos sdo capazes
de estimular um nimero elevado (além do normal) de células T, resultando na
producado de grandes quantidades de citocinas, sendo similar ao que ocorre no
choque septico. Essas toxinas sao chamadas de superantigenos. Dentre essas
células, tem papel de destaque as células Thi7, que estdo associadas narespos-
taainfecgOes por patogenos extracelulares, como fungos e bactérias.

5.1.3. Mecanismos de Evasao

O principal mecanismo usado pelas bactérias para escapar da imunidade
humoral € a variagdo genética de antigenos de superficie. Além disso, a viru-
|éncia de bacteérias extracelulares esta diretamente relacionada com o nimero
de mecanismos capazes de torna-las resistentes ao sistema imune do hospe-
deiro. Assim sendo, esses patdgenos podem apresentar mecanismos de anti-
fagocitose ou promover a inibi¢cdo do sistema de complemento.

Esses patdgenos sdo capazes de sobreviver e se replicar no interior dos fagocitos.
Dessa forma, essas bactérias encontram-se inacessiveis aos anticorpos circulantes e

sua eliminacao depende de mecanismos de imunidade mediada por célula.
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5.2.1. Imunidade Inata

Os principais tipos celulares envolvidos nesse tipo de defesa sdo os fagoci-
tos e as células natural-killers (NK). A resposta inata contra bactérias intrace-
lulares inicia-se com a acdo de fagdcitos, inicialmente os neutrdfilos e, poste-
riormente, os macrofagos sdo os responsaveis por esse tipo de resposta. No
entanto, esses patogenos sdo resistentes a degradagdo no interior dos fago-
citos. Durante essa resposta, sao produzidos mediadores inflamatdrios como
IL-12 e IFN-y que sdo fundamentais para a ativacdo celular e destruicdo das bac-

térias fagocitadas.

A imunidade inata pode controlar o crescimento bacteriano durante algum
tempo, mas para conseguir a erradicagao completa da infecgdo é necessaria a
acao complementar do sistema imune adaptativo.

5.2.2. Imunidade Adaptativa

Durante a infecgdo por bactérias intracelulares, o principal mecanismo de
defesa contra esse tipo de patogeno é a imunidade mediada por células. Essa
resposta é dependente da ativagdo de macrofagos por acdo de células T ati-
vadas. Isso ird resultar na morte de bactérias fagocitadas e na lise de células
infectadas por agdo de linfécitos T citotoxicos (CTLs).

Os linfocitos TCD4" e CD8" sdo capazes de responder aos antigenos protéi-
cos de bactérias fagocitadas. Essas estruturas sdo apresentadas ao estarem
associadas a moléculas de MHC (major histocompatibiliy complex) classe II.
Esses dois tipos celulares sdo capazes de atuar na defesa do organismo atra-
vés de respostas que se desenvolvem de maneira diferente.

Nesta resposta, células dendriticas e macrdéfagos ativados sdo capazes de
secretar IL-12, que induzira a diferenciacdo das células T CD4" em linfocitos
Th1. Além disso, também ha a produgdo de IFN-y. Esses mediadores induzem
a producdo de varias substancias de agdo antibacteriana, como oxido nitrico
e enzimas lisossdmicas, nos macrofagos, que promoverdao a morte da bacté-
ria fagocitada. No entanto, se os antigenos bacterianos forem transportados
do fagossomo para citosol ou se a bactéria escapar do fagossomo, indo para o
citoplasma da célula infectada, os mecanismos de defesa presentes nos fago-
citos ndo serdo mais eficazes. Dessa forma, a infec¢do so sera erradicada atra-
vés da morte das células infectadas por agao das CTLs.
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No entanto, em resposta a alguns patdgenos, a ativacdo dos macrofagos
pode causar lesdo tecidual, como necrose e fibrose. Isso ocorre, por exemplo,
na resposta ao M. tuberculosis onde o patégeno, ao resistir por longos perio-
dos dentro do fagocito, causa um acumulo de células T entorno do microrganis-

mo, caracterizando um granuloma.

5.2.3. Mecanismos de Evasao

Varias sdo as estrategias desenvolvidas pelas bactérias para resistir e es-
capar dos fagocitos. No entanto, dentre os mecanismos utilizados destaca-se
a capacidade em interferir nos mecanismos fagociticos e citotoxicos dos fago-
citos, como inativar espécies reativas de oxigénio e também impedir a fusdo do
fagossoma com o lisossoma, permitindo assim a sua sobrevivéncia no interior

celular.

As infecc¢Bes fungicas sdo importantes causas de morbidade e mortalidade nos seres
humanos. Essas infeccdes, também conhecidas como micoses, costumeiramente sdo
consideradas endémicas e sao causadas por fungos que estdo presentes no meio am-
biente. Existe umoutro grupo de infec¢des fungicas, que sdo consideradas como oportu-
nistas, visto que esses microrganismos ndo sao capazes de provocar nenhuma patologia
em individuos saudaveis, mas sao capazes de infectar e causar doengas severas em pes-
soas imunodeficientes, como portadores do virus HIV.

5.3.1. Imunidade Inata

O principal mecanismo de defesa inato contra infec¢des fungicas é através
da a¢do de neutrofilos e macrdfagos. Os neutrofilos sdo capazes de fagocitar
os fungos promovendo a morte intracelular, visto que produzem substancias
com a¢des fungicidas. Além disso, a producdo de TNF e de IL-12 é responsavel
por ativar macréfagos durante essa resposta.

5.3.2. Imunidade Adaptativa

O principal mecanismo da imunidade adaptativa contra infec¢des fungicas
é aimunidade mediada por célula. Esse tipo de resposta tem como células efe-

toras os linfocitos T CD4" e CD8", assim como na resposta contra bactérias in-
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tracelulares. No entanto, pouco se sabe sobre a imunidade humoral envolvida
nesse tipo de resposta. Assim como emrelacdo as bactérias, aresposta media-
da pelas células Th17 também e importante nas infec¢des causadas por fungos.

Os virus sdo considerados microorganimos intracelulares obrigatorios. Nesse senti-
do, para se replicarem tém que estar no interior de uma célula, usando toda o maquinario
enzimatico e proteico, envolvidos no processo de sintese de proteinas da célula do hos-
pedeiro. Esse processo de infecgdo pode levar a célulado hospedeiro amorte. Dessafor-
ma, isso caracteriza o ciclo litico, visto que houve lise da célula do hospedeiro. Caso ndo
ocorra a lise celular, o virus pode permanecer em laténcia onde o DNA viral permanece
nas células do hospedeiro produzindo proteinas que podem, ou ndo, alterar as fungdes

celulares.

Em linhas gerais, o processo de infecgdo viral é decorrente da interagdo da particula
viral com moléculas de superficie de membrana das células do hospedeiro, que vao fun-
cionar como receptores, permitindo assim a entrada dos virus nestas células.

5.4.1. Imunidade Inata

A producdo de IFN do tipo | consiste na principal forma de defesa e de impe-
dimento da infeccdo por virus, pois a producao desse mediador, alem de impe-
dir a infeccdo de outras células, impede também a replicagdo viral. Além disso,
celulas NK sdo capazes de reconhecer celulas do organismo que ndo apresen-
tam MHC de classe I. A auséncia dessa molécula de superficie de membrana
corresponde a um sinal para a morte dessas células, induzido pelas células NK,

pois é uma caracteristica de célula infectada por virus.

5.4.2. Imunidade Adaptativa

Contra a infeccdo viral, a resposta da imunidade adaptativa responde ini-
cialmente através de anticorpos e linfécitos T citotdxicos. Os anticorpos sd&o
capazes de impedir a ligacdo dos virus as células do hospedeiro. Essa defesa
é eficaz apenas enquanto os virus estiverem no estagio extracelular, visto que
esse mecanismo pode impedir a infeccdo, mas ndo pode erradicar a doenca,
pois uma vez dentro da célula, o virus ndo esta mais acessivel aos anticorpos.
Além disso, os linfocitos T citotoxicos podem eliminar a infecgdo atraves da

SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR - 10C/Fiocruz



RESPOSTA IMUNE A PATOGENOS |

morte das células infectadas. Isso ocorre pois os linfocitos T CD8" sdo capazes
de reconhecer antigenos virais que estdo presentes no citosol ou associados
com MHC de classe |. Para esse processo de reconhecimento sdo necessarias
citocinas produzidas por células T CD4" ou outros fatores co-estimulatérios
expressos pelas células infectadas.

No entanto, em algumas infec¢des virais, como na infeccdo pelo virus da co-
riomeningite linfocitica (LCMV) aresposta do organismo pode ser responsavel
por causar a lesdo, o que caracteriza a patologia.

5.4.3. Mecanismos de Evasao

Muitos sdo os mecanismos pelos quais 0s virus podem escapar da a¢ao do
sistema imune. Dentre todos, destaca-se a variagao antigénica como principal
deles. Este fendmeno pode ocorrer por mutagdes pontuais no seu genoma ou
por rearranjo no RNA viral. Além disso, os virus podem impedir a apresentagao
de antigenos, através de moléculas de MHC classe |. Dessa forma, essas células
ndo serdo reconhecidas (nem eliminadas) por linfécitos T citotdxicos (T CD8Y),
mas se tornam alvo da agdo das células NK, pois estas eliminam as células que
ndo apresentam MHC de classe I|. Além disso, outros artificios sdo utilizados
pelos virus para escapar do sistema imune, como a secre¢ao de moléculas que
inibem tanto a imunidade inata quanto a imunidade adaptativa, assim como in-

fectar e eliminar células imunocompetentes.

A terminologia “infeccdo parasitaria” engloba os processos infecciosos provocados
por parasitos como protozoarios, helmintos e ectoparasitos. As infec¢Ges por parasitos
sao muito comuns em todas as regides do planeta. Estima-se que no mundo todo, cerca
de 30% da populagdo apresente algum tipo de infestagdo parasitaria e que, sé a mala-
ria, seja responsavel por cerca de 1bilhdo de mortes ao ano, no mundo. Dessa forma, o
interesse em desenvolver novos mecanismos que impecam este tipo de infec¢do é de
interesse mundial.

No entanto, essa grande variedade de organismos apresenta complexos ciclos de
vida, com diferentes formas de estagios de desenvolvimento, podendo ser tanto ex-
tracelulares quanto intracelulares. Dessa forma, por conta desses diferentes estagios
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de desenvolvimento, os parasitos induzem muitas respostas imunologicas diferentes.
Além disso, a maioria dos parasitos ndao pode ser erradicada por completo pela imuni-
dade inata ou pela adaptativa, estabelecendo assim infeccdes cronicas no hospedeiro.

5.5.1. Imunidade Inata

Embora, os protozoarios e os helmintos possam ativar diferentes mecanis-
mos do sistema imune inato, esses organismos sao capazes de sobreviver aos
ataques do sistema imune. Além de sobreviver, esses patdgenos sdo capazes
de sereproduzir no interior do organismo do hospedeiro, por conta de estarem
bem adaptados aos mecanismos de defesa.

No entanto, o principal mecanismo de defesainato é a fagocitose. Isso ocor-
re em infec¢des por protozoarios. Porém, estes parasitos sao resistentes aos
fagdcitos e podem até mesmo se reproduzir dentro dos macrofagos, caso por
exemplo da infeccdo por T. cruzi. Essas mesmas células também atacam hel-
mintos. Como esses patdgenos sdo muito grandes para serem fagocitados,
esse mecanismo ndo surte efeito nesse tipo de infecgdo. Neste tipo de respos-
ta, destacam-se, os eosindfilos, que correspondem a um grupo de leucocitos
efetores que, apesar de possuirem o citoplasma preenchido, quase que na sua
totalidade, por granulos contendo proteinas citotdxicas e mediadores inflama-
torios proteicos, ndo sao capazes de matar e eliminar esse parasitos.

5.5.2. Imunidade Adaptativa

Cada parasito é capaz de estimular o desenvolvimento de um tipo de res-
posta adaptativa especifica, visto que existe uma grande variedade de orga-
nismos, ndo existindo uma resposta imune adaptativa geral contra todos os
parasitos (protozoarios e helmintos). Em linhas gerais, para os protozoarios
que sobrevivem no interior dos macrdfagos, sera desenvolvida uma resposta
similar aquela envolvida na eliminagdo de virus e bactérias. Enquanto que, na
resposta contra helmintos, estdo envolvidas diferentes respostas mediadas
por anticorpos.

Dessa forma, na resposta adaptativa a infec¢do por protozoarios, os quais
sobrevivem no interior dos macréfagos, a resposta é mediada por célula, parti-
cularmente por acdo de macrofagos ativados por citocinas derivadas de célu-
las do tipo Th1, como IFN-y. Além disso, outros tipos celulares como os linféci-

tos T citotoxicos também estdo envolvidos nesse tipo de resposta.
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A resposta adaptativa contra a infeccdo por helmintos é mediada pela ati-
vacao de células Th2. Essa ativacdo ira promover a ativagao de células B, que
irdo secretar anticorpos especificos contra esse patdgeno. Esses anticorpos,
que sdo imunoglobulinas da classe IgE, irdo possibilitar a ativacao de eosinofi-
los, que uma vez ativados poderdo secretar suas proteinas granulares toxicas,
que encontram-se pré-formadas e estocadas nos seus granulos citoplasmati-
cos, como a Proteina Bésica Principal (MBP), a Proteina Cati6nica Eosinofilica
(ECP), a Peroxidase Eosinofilica (EPQO) e a Neurotoxina Derivada de Eosindfilos
(EDN), que embora sejam tdxicas ndo sdo capazes de reverter o quadro infec-

cioso.

5.5.3. Mecanismos de Evas3ao

Muitas sdo as formas que os parasitos encontraram de escapar da acdo do
sistema imunologico, possibilitando a sua permanéncia no organismo do hos-
pedeiro. Esses artificios utilizados consistem em (i) produgdo de componentes
de superficie que limitam a agdo do sistema de complemento, (i) secre¢do de
proteases que clivam moléculas de anticorpo e (iii) alteracdo dos antigenos de
superficie.

Em face ao grande nimero de infestacdes parasitarias no mundo inteiro,
muitos esforgos estdo sendo concentrados para encontrar uma maneira de
elucidar o comportamento do sistema imune frente a esses patdgenos, assim
como esclarecer e entender os mecanismos de evasdo dos parasitos. Combase
nesse raciocinio, o desenvolvimento de vacinas vem sendo estudado, mas pou-

co progresso foi conseguido acerca desse assunto.
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Farmacologia ¢ classicamente definida como o estudo dos efeitos de substancias
qui{micas namanuten¢do, modificacdo ou restabelecimento do padrao fisiologico do sis-
tema organico vivo. Estas substancias podem fazer parte do grupo de farmacos adminis-
trados visando beneficio terapéutico ou ainda daquelas relacionadas as drogas de abuso
(ou de uso ilicito). A Farmacologia é segmentada por questdes simplesmente didaticas
(uma vez que se comunicam constantemente) em Farmacologia clinica e toxicoldgica,
sendo esta ultima destinada a compreensdo e minimizagao dos impactos causados por
determinadas substancias quimicas em sistemas bioldgicos, envolvendo desde efeitos

individuais até eventos em ecossistemas inteiros.

Para fins praticos, a farmacologia clinica e toxicoldgica sdo ciéncias intimamente re-
lacionadas ja que quase a totalidade dos farmacos com fins terapéuticos podem apre-
sentar efeitos deletérios cuja intensidade € extremamente variavel e depende de uma
serie de fatores intrinsecos e extrinsecos, destacando-se o perfil genético do paciente,
fisiologia, fatores relacionados ao metabolismo, eliminagao, idade, massa corporal, nivel
de atividade fisica e, sobretudo, a dose de farmaco administrada e posologia deste. Esta
afirmacao foi classicamente descrita pelo médico, alquimista e astrdélogo suico-alemdo
Phillipus Aureolus Theophrastus Bombastus von Hohenheim, adotante do pseud6nimo
Paracelsus (1493-1541) como “Alle Dinge sind Gift und nichts ist ohne Gift; allein die Do-

"

sis macht, dass ein Ding kein Gift ist” ou “Dosis sola facit venenum” (“Todas as coisas
sdo veneno e nada é isento de veneno, o que as distingue é a dose” ou A dose é que faz o

veneno” - tradugdes livres).
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Somados, estes parametros mostram quao complexo € o estudo da farmacologia ba-
sica, experimental e clinica e a dificuldade do desenvolvimento de farmacos clinicamen-
te eficazes e seguros.

O estudo da farmacologia nos moldes atuais representa uma ciéncia relativamente
recente, comecgando a ter destaque em meados do século XIX. Todavia, o emprego de
substancias com fins medicinais data de aproximadamente 3000 anos antes de Cristo,
com uso de extratos de plantas tidas como medicamentosas, apesar de pouco ou nada
se saber sobre seus efeitos especificos em cada patologia, sendo algumas ervas utiliza-
das para controle e tratamento de doengas muito diferentes e cuja eficacia era, no mini-
mo controversa e seus efeitos toxicos por vezes letais. Os eventos de cura ainda eram,
em grande parte, relacionados a cerimonias religiosas e cultos com emprego de poderes
milagrosos e obscuros capazes de promover reabilitacdo dos habitantes. Em 1600 antes
de Cristo alguns apotecarios ja reuniam cole¢Ges de ervas com relatos mais consisten-
tes e descritivos que, apesar de ainda leigos, representavam um avango enorme na area,
propiciando o inicio do comércio de plantas com fins medicamentosos.

Em meados do seculo XVII, com o desenvolvimento do conhecimento sobre quimica
e biologia, exemplificado, dentre varios trabalhos, pela publicagdo de Robert Boyle inti-
tulada “Uma colegdo de Remédios de Escolha” de 1692, a ciéncia da farmacologia teve
grande impulso para se destacar de questdes espirituais e milagrosas para se tornar a
ciénciamoderna e baseada em evidéncias dos tempos atuais.

Até a primeira metade do seculo XIX, os conhecimentos do funcionamento fisiolo-
gico e patologico do organismo, ainda eram bastante precarios e inadequados para a
compreensdo total dos mecanismos de acdo dos farmacos. Apesar da pratica clinica ja
empregar uma série de compostos e extratos com fins paliativos e curativos, as bases
cientificas ainda permaneciam distantes. Varios trabalhos seguiram esta época cola-
borando para construcdo da logica terapéutica atual, dentre eles, merecem destaque
a visdo sobre patologia celular aprofundada por Virchow na segunda metade do século
XIX e adescrigdo das bactérias como agentes causadores de doencas por Louis Pasteur
em 1878 (“Les Microbes organisés, leur role dans la Fermentation, La Putréfaction et la
Contagion”). Todos esses avangos, apesar de 6bvios para a ciéncia atual, desbravaram
grandes mistérios propiciando que o campo cientifico avangasse sobre o da doutrina e
fé na pratica terapéutica.

A pratica de farmacologia estava baseada no estudo de componentes naturais deri-
vados de plantas. Em1805, Friedrich Sertiirner purificou a morfina a partir do épio e teve
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inicio o campo de identificagdo de substancias quimicas capazes de agdo farmacologica.
A partir deste feito pioneiro, um grande numero de substancias teve sua estrutura qui-
mica elucidada, permitindo o emprego de sintese quimica e alteracdes estruturais por
laboratorios farmacéuticos para obtencao das mais variadas moléculas com fins diag-
nosticos e terapéuticos.

Nas ultimas décadas, com a identificacdo de receptores como os responsaveis pela
transducdo de sinais desencadeados pelos farmacos e o advento da modelagem molecu-
lar, tornou-se possivel predizer estruturas quimicas de moléculas complexas que seriam
capazes de se ligar aum ou mais receptores com graus variados de afinidade, atividades
intrinsecas e efeitos biologicos.

O estudo da farmacologia tornou-se um vasto campo de pesquisa técnico-cientifi-
ca, criando uma grande rede de interacdes entre varias areas de conhecimento, como
a biotecnologia, a bioquimica, imunologia, farmacogenética e farmacogendmica, farma-
coepidemiologia e farmacoeconomia. O mercado farmacéutico, um dos mais lucrativos
do mundo, investe intensamente na busca de novas moléculas (ou alteragGes nas ja exis-
tentes) passiveis de utilizagdo na promocdo, manutencdo ou recuperagao da satide.

Dado um breve historico da evolugdo no estudo da farmacologia, teremos a seguir a
descricdo de uma série de conceitos essenciais a compreensdo dos assuntos que serao

abordados neste e nos demais capitulos.

Um dos principios fundamentais da farmacologia € que uma molécula precisa exercer
alteragGes quimicas em um ou mais constituintes celulares no sentido de promover alguma
alteragdo bioldgica. O enunciado cldssico de Paul Ehrlich (1854 -1915) “Corpora non agunt nisi
fixata”, que significa que uma substancia (ou farmaco) ndo exercera efeito bioldgico a menos
que esteja ligada (ao receptor). Muito embora seja uma definigdo simplista, o enunciado de
Paul Ehrlich teve grande repercussao ja que dizia que todos os efeitos de alteragdes metabo-
licas, bioquimicas ou fisiopatologicas eram devido a ligagdo e alteragdo de moléculas afins,
contrariando a ideia de que a a¢do de substancias quimicas dependia de “forgas vitais magi-
cas” O conceito hoje amplamente aceito fora na época controverso ja que haveria exigéncia
de uma quantidade enorme de moléculas para exercer tal efeito nos seus respectivos recep-
tores.Defato, algumas toxinas bacterianas sdo tdo potentes e precisas em sua agao que uma
Unica molécula assimilada por uma célula alvo é capaz de mata-la.
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Parauma determinada molécula exercer efeito, ela deve ser capaz de interagir de for-
ma satisfatoria com seus alvos bioldgicos. Se tais interagdes dependessem do encontro
aoacaso entre as partes envolvidas emtal processo de interacdo, a chance daocorréncia
do efeito pretendido seria, no minimo, muito reduzida. Desta forma, para exercer efeito
farmacoldgico, é necessario que o farmaco se distribua de forma conveniente pelos com-
partimentos corporais e, principalmente, que haja uma concentracdo efetiva do farmaco
no local de agdo. Assim, uma série de eventos deve ocorrer desde a administragdo de um
farmaco por determinada via até seu local de a¢do, que dependem de fatores diversos,
dentre os quais as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, aspectos fisioldgicos e
conceitos basicos de biologia celular e molecular. O estudo do processamento dos far-
macos no organismo € alvo da farmacocinética, sendo a farmacodinamica responsavel
pela compreensado dos efeitos gerados no organismo.

Discutiremos a seguir alguns aspectos farmacocinéticos:

Conforme mencionado, é necessario que haja distribuicdo do farmaco pelo organismo
paraque sejaalcancado o efeito biologico por suainteragdo com o receptor oumolécula-alvo.

Um dos fatores que mais influencia a chegada do farmaco ao seu local de agdo é a via
pela qual este foi administrado. Em geral, a via mais comum e segura de administracao
de farmacos é a enteral, particularmente pela via oral. Todavia, outras vias tornam-se
necessarias em algumas situagdes nas quais o farmaco, por exemplo, ndo é passivel de
administracdo oral (devido airritacdo gastrintestinal, baixa absorc¢do por esta via, indivi-
duo incapaz de degluticdo ou inconsciente), ou necessita-se de acdo mais rapida do far-
maco ou ainda o objetivo ¢ acdo localizada na superficie corporal, dentre outros (Fig. 6.1).

Abaixo estdo relacionadas as principais vias de administragdo de farmacos:

88

. Topicae L.
Oral Sublingual Retal g Inalatoria
Transdérmica
Subcutanea Intramuscular Intravenosa Intratecal Intra-articular

Fig. 6.1 Principais vias de administracdo de farmacos
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Para analisar o grau (ou extensdo) de absorcdo de determinado farmaco, usa-se o
parametro farmacocinético de biodisponibilidade, que se relaciona diretamente a pro-
porcdo do farmaco que atinge a circulagao sistémica na forma intacta apds administra-
¢ao de uma unica dose da substancia, independente da via de administracdo escolhida.
Este é umdos parametros farmacocinéticos considerados para ajuste de doses adminis-
tradas visando alcancar concentracdo terapéutica correta do farmaco (i.e., posologia),
oumesmo fazer ajustes quando é necessario substituir a via de administragdo de um de-
terminado medicamento. A analise da biodisponibilidade é ainda essencial para compa-
racao entre formulagBes farmacéuticas de medicamentos e classificacdo daqueles que
apresentem os mesmos perfis de biodisponibilidade com os medicamentos de referén-

ciaguardando, portanto, intercambialidade com estes (medicamentos genéricos).

O processo de absorc¢do de farmacos administrados pela via oral depende do trans-
porte passivo atraves da membrana da mucosa gastrointestinal. Alguns fatores relacio-
nados a natureza do farmaco influenciam este tipo de absor¢do, como o grau de ioniza-
¢do e sua lipossolubilidade. Outros fatores podem influenciar a velocidade ou extensdo
da absorcdo gastrintestinal tais como a motilidade gastrintestinal, fluxo sanguineo
esplancnico, interagcdes com outros farmacos e alimentos, o tamanho da particula e
apresentacdo farmac@utica (drageas, capsulas, comprimidos revestidos, comprimidos
de liberacdo retardada, de liberacdo prolongada, dentre outros). Em geral, a reducdo da
motilidade gastrintestinal limita a velocidade de absor¢do de farmacos e, consequen-
temente, sua concentracdo plasmatica se eleva de forma mais lenta. A alimentacdo
também pode exercer efeito significativo na absor¢do de farmacos devido a reducdo da
motilidade gastrintestinal, além de promover alteracges de pH (influenciando o balango
de ionizagdo de moléculas). Também podem haver interagBes quimicas entre farmacos e
constituintes dos alimentos, inativando o farmaco ou impedindo sua absorcao.

Em geral farmacos sdo acidos e bases fracas e seus graus de ionizagdo serdo determi-
nados diretamente pelo pKa e pelo pH do meio. Sabe-se que a forma ndo-ionizada de far-
maco atravessa melhor barreiras biologicas seguindo seu gradiente de concentragao. De
forma sucinta, moléculas com carater acido fraco serdo menos absorvidas quanto maior
for o pH pois maior sera sua fragdo ionizada. Assim, em teoria, acidos fracos deveriam
ser mais bem absorvidos no estémago (pH 4cido) ao passo que bases fracas deveriam
ser mais absorvidas no intestino delgado. Todavia, o epitélio estomacal apresenta redu-
zida superficie de absorcado e é recoberto por espessa camada de muco que dificulta o
transporte da molécula através da parede estomacal. Por outro lado, a porcdo duodenal
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apresenta grande extensdo, sendo um importante local para a absor¢ao de farmacos por
via oral. Assim, o grau de ionizagdo da moléculando € o Unico fator capaz de determinar a
extensdo de sua absorgdo, mas sim o conjunto de fatores acima descritos.

Outra caracteristicaimportante da administracao de farmacos pela via oral é o efeito
de eliminagdo pré-sistémica (efeito de primeira passagem). Apos o processo de absor-
¢do através do epitélio intestinal, o farmaco é conduzido pelo sistema porta ao figado
antes de atingir circulagdo sistémica. Embora uma fragdo do metabolismo possa ocorrer
na propria parede do intestino, o figado é o principal local responsavel pelas rea¢des de
metaboliza¢do. Para alguns farmacos o metabolismo de primeira passagem é muito sig-
nificativo no que tange a biodisponibilidade do farmaco e pode decretar a necessidade
de ajuste da dose administrada visando alcangar concentragdes necessarias a sua agao
(em torno de 65% da morfina sofre metabolizacdo hepatica antes de atingir a circulacdo
sistémica quando administrada pela via oral).

A absorcdo pela via sublingual é de extrema importancia para administracdo de de-
terminados farmacos em situacdes especiais. Apesar de sua reduzida superficie de
absorcdo, a mucosa oral é altamente vascularizada, e a drenagem venosa do plexo su-
blingual é deslocada diretamente até veia cava superior, evitando desta forma efeito de
primeira passagem hepatico (que serdo discutidos posteriormente) e atingindo a circu-
lacdo sistémica de forma excepcionalmente rapida. Os exemplos mais classicos de sua
utilizagdo como via de escolha estdo relacionados a urgéncias hipertensivas e crises de
angina, nas quais farmacos vasodilatadores agem de forma mais rapida no controle do
aumento agudo de pressdo e alivio dos sintomas. Esta via também pode ser usada para
farmacos que sofrem extenso efeito de primeira passagem hepatico.

A via retal é escolhida quando o objetivo € acdo local do farmaco (anti-inflamatdérios
na colite ulcerativa) ou quando a administragdo oral ndo é possivel (paciente desacorda-
do ou no pds-cirtrgico). Apresenta efeito de primeira passagem menor que na via oral, ja
que parte do farmaco é drenada pelo plexo hemorroidal a veia cava, evitando o efeito de
pre-eliminagdo sistémica hepatica.

A via topica é amplamente utilizada, por exemplo, para controle de alteracdes locais
na pele. Todavia, dependendo das caracteristicas quimicas da molécula (lipossolubilida-
de) e da condicgdo da superficie epitelial (integra, queimada, lesionada por cortes) pode
haver algum grau de absorcdo sistémica. Este evento deve ter especial atencdo, sobre-
tudo para farmacos que apresentam efeitos adversos significativos, sendo evitada a
aplicagdo destes em mucosas e pele ndo-integras.
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Entretanto, em alguns casos, a absor¢do do farmaco através da pele (via transdér-
mica) é desejdvel e utilizada clinicamente pela capacidade de gerar resposta sistémi-
Ca, tais como contraceptivos hormonais, analgésicos e dispositivos de controle de de-

pendéncia a nicotina.

A administracdo de farmacos pela via parenteral evita o metabolismo de primeira
passagem hepatico, resultando em biodisponibilidade maior ou total, como no caso da
via intravenosa (apesar de ainda haver a possibilidade do efeito de primeira passagem
pulmonar). As principais vias de administracdo parenterais sdo a intravenosa, intramus-
cular e subcutanea. Outras vias menos comuns que utilizam medicamentos injetaveis
sdo a intra-arterial (utilizado em alguns casos de tumores, especialmente hepaticos,
sendo a Unica forma de administragdo que evita primeira passagem pulmonar), intra-ar-
ticular e intratecal.

A via intravenosa representa uma excelente via de administracdo, especialmente
quando a rapida a¢do do farmaco é requerida. Esta via isenta o farmaco de metabolis-
mo de primeira passagem, apresentando biodisponibilidade total ja que o farmaco é
diretamente administrado na circulagdo sistémica. Apesar disso, apos sua administra-
cdo, ao contrario de outras vias (especialmente via oral) ndo ha como efetuar remogao
do farmaco (como ocorre, por exemplo, na lavagem gastrica apds administragdo pela
via oral) e ainda é necessario manter acesso venoso de forma correta no paciente, uma
vez que os acessos sdo grandes fontes de infec¢do, sobretudo em ambientes hospi-
talares. Esta via ainda apresenta a restricao da necessidade do medicamento admi-
nistrado ser apirogénico. Esta via ndo admite ainda a possibilidade de administracdo
de suspensdes oleosas e farmacos e excipientes que precipitem constituintes sangui-
neos ou promovam lise de eritrocitos.

Aviainalatéria pode ser utilizada para farmacos que ndo causem irritagdo da mucosa
ou das vias aéreas. Gases e farmacos volateis (exemplo: anestésicos inalatdrios) admi-
nistrados desta forma sdo absorvidos pelo epitélio pulmonar, sendo a conducdo até a
circulagdo sistémica rapida devido a elevada superficie pulmonar. Esta via ndo sofre me-
tabolismo de primeira passagem hepatica. A via inalatdria pode ainda ser usada visando
efeito pulmonar, como broncodilatadores e glicocorticoides. Esta via, pelas caracteris-
ticas acima descritas quanto ao grau e rapidez de absorcado, pode também pode ser utili-
zada para administracdo de algumas drogas de abuso.

A administracao nasal de farmacos é de grande interesse clinico para alguns tipos
especificos de farmacos. Alguns destes, ndo sdo passiveis de administracdo por via oral
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por serem rapidamente destruidos no trato gastrintestinal. A administracdo nasal pode
visar somente acdo local (exemplo: descongestionantes nasais) ou exercer efeito sisté-
mico devido a extensao da absorgao pela mucosa, como ocorre para os horménios anti-
diurético (ADH), a ocitocina e a calcitonina.

A via ocular é utilizada para tratamento de disturbios locais (como processos infla-
matdrios oculares), apesar de haver a possibilidade de absorcao sistémica (exemplo:
broncoespasmo em pacientes suscetiveis induzido pelo farmaco timolol oftalmico uti-

lizado no tratamento do glaucoma).

Toda a descricao acima mostra que a escolha correta da via de administracdo do far-
maco &, muitas vezes, o fator determinante no sucesso da conduta terapéutica e minimi-
zacdo de possiveis efeitos adversos ao paciente.

A ocorréncia de resposta bioldgica em decorréncia da administragdo de um farmaco
depende de alteracdes quimicas promovidas pela complexa interagao da molécula com
seu receptor. Os receptores genericamente podem ser ligados a canais idnicos (iono-
tropicos), acoplados a proteina G (metabotrépicos), acoplados a atividade enzimética
ou intracelulares. Estes receptores sdo acoplados a sistemas de transducao de sinais
intracelulares citoplasmaticos e/ou nucleares (acoplados a proteina G, tirosino-quina-
ses, fosfatases, vias de ativacdo de fatores nucleares, dentre outros), e podem também
alterar o padrdo de fluxo i6nico determinando processos de exocitose, ativagdo neuro-
nal, movimentacdo de estruturas intracelulares, dentre outros. O estudo de receptores
neste contexto é extremamente vasto e novas vias de sinalizagdo sdo descritas com
frequéncia, fazendo com que esta breve descricdo tenha tdo somente o carater de re-
forcar a importancia dessas moléculas como atores principais na intermediacdo entre o
farmaco e sua agao bioldgica.

Diversos fatores influenciam o sucesso de uma conduta terapéutica além do conceito
dose-efeito estabelecido pela farmacodinamica. Tao logo um farmaco entra em contato
com o organismo, uma sequéncia de eventos ocorre de forma controlada, envolvendo

mecanismos de absorcdo, distribui¢ao, metaboliza¢do e eliminagdo.
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Conforme ja discutido anteriormente, a absor¢ao de farmacos depende de uma série
de fatores fisico-quimicos, destacando-se entre eles, o tamanho da particula adminis-
trada, grau de lipossolubilidade, via de administracao escolhida, grau de ionizagao da
molécula, superficie de absor¢do e passagem através de membranas biologicas, além
de outros fatores como vascularizagdo tecidual, motilidade gastrintestinal e efeito de
primeira passagem.

Os mecanismos de absorgdo e distribuicao de farmacos pelo corpo dependem, na
sua grande maioria, da capacidade destes de atravessar membranas bioldgicas. Assim,
um dos fatores com grande importancia é o perfil de lipossolubilidade, que define, jun-
tamente com grau de ionizagdo, tamanho e formato (polimorfismo) da molécula, a ca-
pacidade de interagir com bicamadas lipidicas a atravessa-las por transporte passivo.
Moléculas muito hidrofilicas dependem do transporte facilitado para alcangarem seus
sitios de agdo.

Além das caracteristicas de lipofilicidade, o grau de ionizacdo é fator determinante
para a passagem de farmacos através de membranas biolégicas. Enquanto moléculas
ndo-ionizadas apresentam maior carater de solubilizacao em lipideos e, portanto, maior
capacidade de transpor membranas biologicas, moléculas ionizadas ndo sdo aptas ao
transporte passivo através de membranas celulares. O grau de ionizagao dos farmacos
depende do pH do meio e da constante de ionizacdo, caracteristica de cada molécula.
Segundo a equacdo de Henderson-Hasselbalch, que determina o equilibrio de ionizagao
de uma molécula em dado pH, temos para um acido fraco:

pKa - pH = log ([n30-ionizada]/[ionizada]) (equacgdo 1)
Reorganizando a equagdo 1 para um farmaco cuja estrutura quimica seja de um acido
fraco (pKa = 4,4) obtemos a seguinte relagdo (equagdo 2):

([ionizada]/[ndo-ionizada] ) =10 (PH-pka) (equagdo 2)
Em pH1,4 (suco gastrico):
Temos 1000 moléculas ndo-ionizadas para cada molécula ionizada

Em pH 7.4 (plasma):

Temos 1000 moléculas ionizadas para cada molécula ndo-ionizada
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Assim, fica claro que a extensdo de absorcao de um determinado farmaco € modifica-
da, entre outros fatores, pela variacdo de pH do meio (Tabela1).

Relacao entre as formas ionizadas / nao-ionizadas
(farmacos com caracteristicas acido-base diferentes)
Suco Gastrico Plasma Urina
Farmaco
pH=3 pH=174 pH=28
Acido Acetilsalicilico
=03:1 =10.000:1 =31.600:1
Acido fraco pKa = 3.5
Meperidina
=2.500.000:1 =100:1 =400:1
Base fraca pKa =86

IELEERPE Relacdo entre formas ionizada/ndo-ionizada de farmacos com caracteristicas aci-
do-base diferentes.

Apds atingir circulacdo sistémica, o farmaco comeca sua etapa de distribuicdo pelo
fluido intracelular e espaco intersticial. Esta distribuicdo depende de uma série de fa-
tores, como débito cardiaco, fluxo sanguineo local, permeabilidade capilar e volume te-
cidual. A distribuicdo depende também de caracteristicas quimicas do farmaco, como
sua permeabilidade através das membranas, intensidade das interagdes do farmaco em
constituintes destes compartimentos, da parti¢do determinada pelas diferencas de pH,
dentre outros.

Muitos farmacos circulam nos vasos ligados as proteinas plasmaticas. Entre elas
estdo a albumina (principal carreador, especialmente para moléculas de carater
acido) e a glicoproteina o, acida (que se liga principalmente a moléculas de carater
alcalino). Estas ligacGes ocorrem de maneira ndo-linear, saturavel e ndo-especifica.
O efeito das liga¢des a proteinas plasmaticas é a geracdo de um “reservatério de
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farmaco” que estabelece um equilibrio dinamico entre fragdo ligada e fragdo livre no
plasma, promovendo reducdo da concentragdo de farmaco livre para exercer acao
bioldgica e, eventualmente, aumento do tempo de meia-vida do farmaco (uma vez
que ocorre redu¢do da taxa de metabolizacdo deste). Desta forma, varios farmacos
diferentes podem competir pelos sitios de ligacdo da albumina, alterando padrdes
normais de ligacdo quando os farmacos sdo administrados isoladamente, necessi-
tando inclusive de ajuste de doses de farmaco quando administrado com outro que
tambem se liga a proteinas plasmaticas.

Alguns farmacos apresentam caracteristicas de acumulo em determinados teci-
dos, como ocorre, por exemplo, com a quinacrina (antimalarico) no figado e gentami-
cina (antibidtico) nos rins e sistema vestibular (inclusive levando a toxicidade local).
Um tecido com grande importancia no acumulo diferenciado de farmacos é o tecido
adiposo. O tiopental (anestésico), por exemplo, apresenta elevada particdo pelo te-
cido adiposo, criando um deposito de farmaco, aumentando o tempo de agdo. A afini-
dade de farmacos pelo tecido adiposo deve ser levada em conta na escolha da dose,
sobretudo em pacientes idosos ou obesos em que o percentual de gordura corporal
atinge niveis significativamente mais elevados, podendo desencadear bteacumulo

do farmaco no organismo.

A biotransformacdo de farmacos €, em geral, o ponto limitante que determina o tér-
mino da agdo do farmaco no organismo, ja que altera a estrutura quimica damolécula em
metabolitos inativos. De fato, algumas moléculas, mesmo apds a etapa de metaboliza-
cdo ainda exercem efeitos farmacoldgicos e/ou toxicos. Por outro lado, alguns farmacos
precisam passar por metabolizacdo para se tornarem ativos e exercerem efeito, ja que
a substancia com a¢do terapéutica é exatamente o produto do metabolismo enzimatico
sobre amolécula administrada (estas substancias sdo classicamente denominadas pro-
farmacos).

As reacdes de metabolizagdo ocorrem principalmente no figado, apesar de varios
outros tecidos e orgdos participarem de etapas de altera¢des quimicas em uma vasta
colegdo de substancias. As enzimas responsaveis pelas transformacdes quimicas estdo
majoritariamente localizadas nas membranas do reticulo endoplasmatico liso e envol-

vem, de fato, uma superfamilia de enzimas denominadas coletivamente citocromo P450
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(devido ao seu espectro de absor¢do em 450 nm) que conjuntamente e com niveis dife-
renciados de seletividade e especificidade atuam sobre os mais diferentes farmacos.

Conforme discutido anteriormente, uma das caracteristicas que confere acesso dos
farmacos até seus locais de acdo é a lipofilicidade, caracteristica importante para o
transporte atraves de membranas biologicas. Entretanto, a principal via de eliminagdo
de substancias do organismo € a via renal através da urina. Assim, para muitos farmacos

ha a necessidade de biotransforma-los em substancias de maior carater hidrofilico.

Essas reacdes sao em geral divididas em rea¢des de fase | e de fase II. Esta divisdo
é por vezes, muito mais didatica que fisiologica ja que varias moléculas passam por so-
mente uma das etapas, ou ainda pela fase |l antes da fase I.

Em linhas gerais, as reacdes de fase | determinam o fim da a¢do farmacoldgica das
substancias (com excecdes, ja citadas). Sdo varios os tipos de reacdes quimicas que po-
dem ocorrer, dentre elas: oxidacdo, hidroxilagdo, dealquilagdo, deaminacao e hidrolise.
Em geral, esta fase torna as moléculas mais reativas quimicamente (em alguns casos,
mais toxicas também), além de mais polares. Esta etapa de biotranformacdo é passivel
de sofrer inducdo ou inibicdo em funcdo de interacdes medicamentosas que alterem a
fungdo e/ou expressdo enzimatica, com redugdo ou aumento, respectivamente, do tem-
po de meia-vida do farmaco que esta sendo metabolizado.

As reactes de fase Il envolvem conjugacdo (processo passivel de saturacdo) com a
molécula produzida pelas reacdes de fase | com residuos de acido glicurdnico, sulfato,
glutationa, aminoacidos ou ainda acetato. Os conjugados produzidos sdo altamente po-

lares e capacitados para os mecanismos de excrecdo, sejam eles via urina ou nas fezes.

A Fig. 6.3 a seguir exemplifica a via de metabolizacdo do acido acetilsalicilico (AAS)
que gera o principal metabdlito eliminado pela urina (4cido salitrico) através de reacdo

de conjugagdo com glicina:
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FOoH oo 0=C-NH-CH,COOH
OCOCH;, OH 0
. .

AAS Acido Salicilico Acido Salitrico

Farmaco > Derivado » Conjugado

Fig.6.3 Metabolizac¢do do acido acetilsalicilico.

(Fonte: Informagdes Técnicas - Bula medicamento Aspirina® - Bayer HealthCare)

Apos as etapas de distribuicdo e metabolizagao de farmacos, tem lugar o processo
de eliminagado. O principal 6rgao responsavel por esta funcao € o rim, apesar da elimina-
¢ao biliar ter papel importante para excre¢do de algumas moléculas, alem de pulmdes,
eliminacdo pelo leite materno, dentre outros.

A excrecdo renal depende de trés processos que agem coordenadamente e determi-
nam a extensdo da remocao de um farmaco da circulagdo sistémica. S3o eles: filtragdo
glomerular, secrecdo tubular ativa e reabsor¢do tubular passiva. A fun¢do renal, além
de sofrer altera¢des de uma série de eventos, inclusive patologicos, apresenta grande
variabilidade interindividual e mesmo intra-individual ao longo do curso da vida. Em neo-
natos, a funcdo renal é bastante reduzida em relacdo ao peso corporal, fen6meno esse
modificado ja no final do primeiro més de vida. Na idade adulta, a perda de fungdo renal
é de aproximadamente 1% ao ano. Assim idosos necessitam, muitas vezes de ajustes na
dose de farmacos devido a sua fun¢do renal reduzida.

Afiltracdo glomerular depende, basicamente, do fluxo sanguineo renal, da taxa de fil-
tragdo glomerular e da extensdo da ligagdo a proteinas plasmaticas ao farmaco, ja que
somente moléculas ndo ligadas sdo passiveis de filtragdo glomerular. O fenémeno da
reabsorc¢do tubular é em sua grande parte devido a transporte passivo por difusdo de
moléculas ndo-ionizadas, além de uma parcela exercida por transporte ativo por carrea-
dores localizados na superficie do tubulo renal.
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O fato da reabsorcdo tubular ocorrer através de transporte passivo de moléculas
nao-ionizadas abre a possibilidade de interven¢do farmacoldgica no sentido de minimi-
zar reabsorcdo de alguns farmacos em condi¢Bes especiais. A alcalinizagdo da urina faz
com que farmacos que sdo acidos fracos (ex: fenobarbital) aumentem sua fragdo ioniza-
da, reduzindo assim sua reabsor¢do e aumentando sua eliminagdo renal. Esta conduta é
ainda utilizada no manejo de intoxicagdes medicamentosas (por exemplo, a alcalinizagdo
da urina com bicarbonato de sodio na superdosagem de metotrexato em protocolos de
quimioterapia previne a precipitacdo renal do farmaco).

Outraviaimportante na excrecdo de farmacos envolve processos secretdrios por
transportadores presentes na membrana dos hepataécitos, que lancam seus produ-
tos diretamente na bile. O conteudo biliar é lancado no duodeno durante o processo
digestivo. A superficie dos enterocitos possui transportadores que podem reabsor-
ver parte dos farmacos lancados na bile, processo chamado de circulagdo entero-he-
patica, o que pode prolongar significativamente a presenca do farmaco (ou toxina)
no organismo (e neste caso seria um processo de distribuicdo do farmaco). Para far-
macos que sofrem excrecdo biliar na forma conjugada é necessaria agao de enzimas
hidroliticas da microbiota intestinal antes que ocorra o processo de reabsor¢ao. No
caso de farmacos que sdo langados na bile, e ndo sdo reabsorvidos, eles sofrerdo

eliminagdo nas fezes.

O evento da interagdo do farmaco com o receptor, independente da sua natureza
quimica (exemplo: covalente, hidrofdbica ou eletrostatica) ndo necessariamente de-
sencadeia reposta bioldgica. O tipo de alteragdo bioldgica em um determinado siste-
ma promovida pela ligagdo dos farmacos aos seus respectivos receptores permite in-
ferir a estas moléculas classificacdes, como descrito abaixo, e que constituem a base
da farmacodinamica.

> Agonista: definido como determinada molécula que ao entrar em contato qui-
mico com oreceptor promove alteragées especificas de forma a induzir a sinalizagdo
celular relacionada aquele receptor. Alguns fatores relacionados a interagao farma-

co-receptor sdo de grande importancia no tipo de grau de alteracdo promovido. O
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conceito de afinidade, de forma simplificada, esta relacionado a probabilidade da
molécula em se ligar ao seu receptor. Contudo, alguns farmacos, apesar de apresen-
tarem alta afinidade por determinado receptor, ndo mostram igual capacidade de
ativacdo e resposta bioldgica, sendo incapazes de induzir resposta maxima mesmo
quando todos os receptores estdo ocupados pelos ligantes, logo ndo sdo agonistas
plenos ou totais. Experimentalmente, podemos realizar ensaios in vitro onde a cada
concentragdo do farmaco tem-se uma amplitude de resposta do agonista, e apos
analise dos dados, construir um grafico efeito (eixo Y) em func¢do do logaritmo da
concentracdo do farmaco (eixo X). A analise quantitativa deste grafico concentra-
cao-resposta permite calcular dois parametros: a concentracao do farmaco que pro-
duz 50% do efeito maximo (CE, ) e o efeito maximo (E ). O conceito de poténcia
engloba o parametro CE_;. Quanto menor o valor de CE_ maior é a poténcia (e indire-
tamente a afinidade) do farmaco, ou seja, a concentracdo necessaria para promover
50% do efeito é menor. Por outro lado, a parametro E__ e importante para definir e
comparar experimentalmente a eficacia de agonistas. Um agonista pleno € aquele

capaz de induzir resposta maxima no sistema bioldgico em questdo.

Além do conceito de agonista pleno, ha outras classificages, como agonista parcial e
agonista inverso. Um agonista parcial desencadeia resposta biologica qualitativamente
similar aquela dada pelo agonista pleno, todavia com menor eficacia. Assim, mesmo em
elevadas concentracdes, o efeito produzido sera apenas submaximo. J& a denominagao
de agonista inverso esta intimamente relacionada a descoberta que uma fracdo dos re-
ceptores pode existir em estado constitutivamente ativado, i.e., o receptor ¢ ativado na
auséncia do agonista, como por exemplo, em casos de mutagdes genéticas, ou mesmo
em alguns sistemas fisiologicos. Nestes casos, os agonistas inversos promovem altera-
¢Oes nos niveis de ativacao desses receptores para padrdes inferiores, ou seja, minimi-
zam o padrdo de resposta fisiologica basal.

> Antagonista: definido como molécula sem eficacia, mas capaz de minimizar ou
mesmo abolir o efeito promovido por outro farmaco. Em geral, o antagonismo é estuda-
do de forma bastante restrita ao antagonismo farmacoldgico por bloqueio de receptor
ou uma via de sinaliza¢do, impedindo sua ativagdo pelo agonista endégeno ou exdgeno.
Na verdade ha uma série de mecanismos de antagonismos poss{veis entre farmacos ou

drogas. Entre eles temos:
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> Quimico: uso de quelantes para ligagdo a metais pesados reduzindo sua toxicida-
de, anticorpos neutralizantes para citocinas; cations divalentes que quelam o antibidtico

tetraciclina;

> Farmacocinético: farmacos que minimizam a absor¢ao ou que aceleram a elimina-

cdo de outra substancia (ex: fenobarbital acelera metabolizagdo hepatica da varfarina);

Por blogueio de receptor (farmacodindmico): forma mais classicamente estuda-
da. Denota a ocupacdo do sitio de ligagdo do farmaco agonista ao seu receptor por
outramolécula sem eficaciaintrinseca, ou seja, um antagonista. O antagonismo pode
ser por competicdo reversivel (que pode ser limitado ou abolido frente ao aumento
de concentracdo do agonista), ou irreversivel (na qual a velocidade de dissociagdo
do antagonista é muito lenta). O antagonista competitivo reversivel desloca a curva
concentragdo-resposta do agonista para a direita reduzindo sua poténcia (aumenta
ovalor de CE, ). O antagonista competitivo irreversivel em geral reduz a eficacia (re-
dugdodoE__ ).

Antagonismo ndo-competitivo: o antagonista impede uma via de sinalizacdo re-
levante para o efeito do agonista, mas ndo ha bloqueio do receptor em si (exemplo:
avasoconstriccdo depende do aumento do calcio intracelular. A nifedipina, antago-
nista dos canais de calcio do tipo L, bloqueia a entrada de calcio na célula muscular
lisa reduzindo o efeito vasoconstrictor da noradrenalina e de outros vasoconstric-
tores);

Fisiologico: farmacos que exercem efeitos biologicos opostos, apesar de ndo intera-
girem diretamente um com o outro e ndo compartilharem o mesmo receptor (exemplo:
histamina estimula secrecdo acida estomacal pela ativacdo de receptores histaminér-
gicos H, na célula parietal enquanto o omeprazol bloqueia este efeito por inibir a bomba
proton-potassio ATPase responsavel pela secrecao acida.

Todos esses tipos de interagdo farmaco-alvo demonstram o grau de complexidade
que vai desde a chegada da molécula ao seu sitio de acdo até o efetivo desencadeamen-
to daresposta bioldgica final.
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Por fim, esta breve discussao a respeito de parametros de ordem farmacocinética e
farmacodinamica que regem a agao de farmacos no organismo tem por objetivo mostrar
qudo complexa é a rede de interagGes que sdo estabelecidas desde a administragdo de
um determinado farmaco até sua eliminagao do corpo e da necessidade de profissionais
extremamente capacitados para lidar com situacdes clinicas e experimentais visando a
utilizagdo da farmacologia na mais nobre das causas, prover e restaurar saude e bem-es-
tar e salvar vidas.
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Mediadores inflamatorios sdo substancias quimicas produzidas pelo organismo em
resposta a estimulos exdgenos (por exemplo: traumas fisicos, produtos bacterianos, vi-
rais, etc) ou endogenos (por exemplo: respostas auto-imunes). Os mediadores inflama-
torios sdo originados de proteinas plasmaticas ou de celulas e podem atuar na microcir-
culagdo (causando vaso-dilatacdo; aumento de permeabilidade capilar, extravasamento
de proteinas) e em células, atraindo leucdcitos para o local da les3o, ativando células,
induzindo a produgdo de outros mediadores. Didaticamente podem ser divididos em

mediadores de origem celular e mediadores de origem plasmatica.

7.1.1. Aminas vaso-ativas

7.1.1.1. Histamina

Os principais estudos sobre a acao da histamina se deram por Dale
e Laidlaw quando eles observaram que apds a estimulagdo do musculo
liso com histamina ocorria uma intensa vasodilatagdo. A histamina é uma
molécula hidrofilica formada por um anel imidazdlico e um grupamento
amina ligada a uma cadeia etilica.

—
HN\%‘

Estrutura quimica da histamina.
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A histamina é sintetizada a partir da histidina, que € um aminoacido,
pela agdo da o-histidina descarboxilase (Fig. 7.1). Apos a sua sintese ela
é armazenada em granulos de mastacitos e basofilos. Esta amplamente
distribuida no organismo, atuando como neurotransmissor controlando
funcdes neuroenddcrinas, regulagdo cardiovascular, termoregulagdo e
vigilia; é secretada pelas células endocromafins estimulando a secre¢do
gastricanas células parietais e atua como mediador inflamatorio a partir
do momento da ligacdo do antigeno a IgE que esta ligada nas membranas
celulares de basofilos e mastdcitos. Esta ligacdo leva a desgranulagao

dessas células, com liberacdo da histamina (Fig. 7.2).

H

Fig. 7.2

a-histidina NH,,

N N
"%

P e nia NH, descarboxilase
—\ [ cooH 2N > —

HN. N
S
CO,

Acdo da or-histidina descarboxilase sobre a histidina. Ela retira o grupamento car-

boxila da histidina dando histamina e gas carbonico (CO,).

A acgdo da histamina é observada apos a ligagao aos seus recepto-
res metabotropicos que estdo acoplados a proteina G, denominados H,
H, H,eH, OH,eencontrado em células hematopoiéticas, neutrofilos
e eosinofilos ativos e no trato gastrintestinal. A ligacao da histamina
ao receptor H, em eosinofilos induz a mudanga de forma, quimiotaxia
com aumento na expressdo de moléculas de adesdo como CD11b/CD18
e ICAM-1. Ja o H, esta distribuido no sistema nervoso central, principal-
mente no glanglio basal, hipocampo e no cortex, sua ativagdo e respon-
savel pela indugdo do sono. Ambos so ligados a proteina G, ; e inibem a
atividade da adenilato ciclase. Enquanto H, esta acoplado a proteina G,
distribuido em células gastricas parietais, células cardiacas, mastocitos
e no sistema nervoso central. E responsavel pelo aumento da atividade
da adenilato ciclase e consequentemente nos niveis de cAMP. Dessa
forma, na musculatura dos vasos leva a vasodilatagdo e aumento na se-
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crecdo de acido gastrico. Ja H, que além de estar presente no sistema
nervoso central, também esta presente nas células do musculo liso e
células endoteliais. Este leva a produgdo de IP, e DAG pela ativagdo da
fosfolipase C, aumentando o influxo de Ca*, fosfolipase A, e vias de sina-
lizagdo como MAPKs, ERKs, JNKs e p38MAPK. Sua atividade é percebida
pela broncoconstrigdo das vias aereas, porem ele possui caracteristicas
vasodilatadoras devido a liberagdo de oxido nitrico endotelial.

Como observamos, o papel da histamina ira depender do local e do tipo
de receptor a ser ativado. Em pacientes asmaticos a ligacdo da histamina
ao receptor H, pode ser muito perigosa, pois leva a uma broncoconstrigdo
deixando o paciente muitas vezes dependente de uma terapia com medi-
camentos como broncodilatadores e glicocorticdides. Ja no endotélio vas-
cular, o aumento da permeabilidade vascular confere ao local inflamado
caracteristicas dos sinais cardinais da inflamagao: edema, calor e rubor. O
processo de desgranulacdo de mastdcito/basdfilo decorrente da ligacdo
do antigeno ao anticorpo IgE esta representadonaFig.7.3.

7.1.1.2. Serotonina

Isolada em 1948 por Maurice M. Rapport, Arda Green e Irvine Page,
a serotonina também é chamada de 5-Hidroxitriptamina (5-HT) e é for-
mada através da transformagao do aminoacido triptofano em 5-hidroxi-
triptofano pela triptofano hidroxilase e desse em 5-HT pela L-aromatico

aminoacido descarboxilase (Fig. 7.4).

E formada pelo sistema nervoso central e pelas células
enterocromafins, mas também pode ser encontrada no sangue
armazenada em granulos nas plaquetas. Possui 14 tipos de
receptores classificados em: 5-HT, (5—HT]A, 5-HT g 5-HT,,, 5-HT . e
5-HT,), 5-HT, (5-HT,,, 5-HT ;e 5-HT,), 5-HT, 5-HT,, 5-HT,,, 5-HT_,
5-HT; e 5-HT . Sendo estes receptores metabotropicos acoplados a
proteina G com excegdo de 5-HT, que e inotropico. O receptor 5-HT,
inibe a adenilato ciclase e pelo menos a 5-HT,, tambem ativa canais
de K* e inibe canais de Ca*2. ele é encontrado no nucleo da Rafe. Ela
também estd amplamente distribuida pelo o organismo, principal-
mente nos receptores somatodendriticos no corpo de neur6nios
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Ligagédo de IgE
ao receptor Fce
_

Ligagdo do antigeno
alge

® =

l Desgranulagéo de

mastocitos/basofilos

® ~

Mastécitos/baséfilos
desgranulados

Aligacdo do antigeno a IgE, leva a ativacdo da proteina G, que ativa fosfolipase C, esta
transforma PI-4,5-b fosfato (PIP2) da membrana em diacilglicerol (DAG) e inositol 1, 4,5
trifosfato (IP3) que sdo responsaveis pelo aumento de acido lisofosfatidico e lisofosfa-
tidil colina, respectivamente, os quais levam a fusdo dos granulos com a membrana dos
mastocitos e basofilos.
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H

_m Sintese da serotonina no organismo.

serotoninérgicos. Os 5-HT ; e 5-HT  estdo localizados na substan-
cia nigra e sdo responsaveis pela concentragdo de dopamina intra
e extracelular. Os receptores 5-HT, ativam fosfolipase C levando a
sintese de IP, e DAG com consequente aumento de Ca* intracelular
e ativacdo de proteinas quinases. Estdo localizados nas plaquetas,
musculo liso e cortex cerebral sendo responsavel pela agregacao
plaquetaria, contracdo e excitacdo neuronal. O receptor 5-HT3 loca-
liza-se nos nervos periféricos e area postrema e participa tanto no
gastrintestinal quanto no Sistema Nervoso Central (SNC) podendo
levar ao aumento do peristaltismo, vomito, centro da fome, agressi-
vidade, humor, dentre outros. Nas terminagdes nervosas, estimula
as terminacdes nociceptivas causando dor. O receptor 5-HT4 estd
distribuido em todo o corpo e € responsavel por induzir a produgao
de secreg¢des no trato gastrintestinal, e ativar o reflexo peristalti-
co. Seus efeitos sdo derivados da ativagdo intracelular de adeni-
lato ciclase e aumentando AMPc. Sua degradacdo é realizada pela
monoaminooxidase (MAQ) que a transforma em acido 5-hidroxiin-
dolacétaldeido, este sofre acao de NAD ou NADH gerando 5-hidro-
xiindolacético e 5-hidroxitriptol, respectivamente. Entretanto, em
uma via menos comum a 5-HT pode sofrer agdo da 5-HT N-acetilase,
transformando-se em N-acetil-5-HT e esta é transformada em me-
latonina pela hidroxindol O-metiltransferase. Seus metabdlitos sao

eliminados através da urina.
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7.1.2. Metabdlitos do acido aracdonico

7.1.2.1. Eicosandides

Os eicosandides sdao formados a partir de um acido carboxilico po-
liinsaturado essencial chamado acido aracdénico (Fig. 7.5). Sua estru-
tura inclui 20 carbonos e 4 ligagdes duplas cis iniciando em 6mega-6
nas posicdes 5, 8,11 e 14, recebendo assim a denominagdo quimica de
acido eicosatetraendico ou acido 20;4 (5, 8,11,14). No organismo, a re-
serva de acido araquiddnico é mantida nas membranas celulares es-
tocadas na forma de fosfolipideos. Sendo assim, 0 acido araquiddnico
é liberado dos seus fosfolipideos de origem através de reacdo direta
catalisada pelafosfolipase A, ou porreagdes seqiienciais catalisadas
pela fosfolipase C e a seguir pela diacilglicerol-lipase. A partir dai ele
pode sofrer acdo da ciclooxigenase, que levara a formacdo da prosta-
glandina G, (PGG,), esta sofrera agdo de uma peroxidase e sera con-
vertidaemPGH, que por suavezpoderaser convertidaem PGE,, PGF,,
PGD,. A PGH, tambem podera sofrer agdo da prostaciclina sintase
levando a formagdo de PGl, e PGF, . Por outro lado, a PGH, podera
sofrer acao da tromboxano sintase levando a formacgdo de tromboxa-
no A, (TXA,). O acido aracdbnico pode ser metabolizado pela 5-lipoxi-
genase associada a FLAP que levara a sintese de 5-HEPET. Esta por
sua vez podera formar o acido hidroxieicosatetraeindico (5-HETE) ou
os leucotrienos, comegando pela formagdo de LTA, que pode sofrer
acdo de duas enzimas: LTA  hidrolase que o transformard em LTB, ou
LTC, sintase que o transformara em LTC, ; este perdera uma molécula
de glutamina, formando o LTD, que por sua vez perdera uma molécula
de glutamina e formara LTE4. LTC4, LTD4 e LTE4 sao chamados de Cis-
leucotrienos, devido aos residuos de cisteina.

As prostaglandinas atuam em diferentes sistemas, dentre eles o
sistema cardiovascular, onde a PGE,, PGD, e PG, causam vasodilata-
Gdo, entretanto, o PGF,, assim como o TXA, sdo vasoconstritores.
Este também e um potente agregante plaquetario; na musculatura lisa,
dependendo do dérgdo, um mesmo eicosanoide pode levar a diferentes
processos. Por exemplo, nos brénquios a PGE, atua como broncocons-
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tritor enquanto no musculo uterino ndo-gravido é relaxado pela mesma.
No processo inflamatdrio, as PGs sdo responsaveis pela diminuicdo do
limiar nociceptivo.

Os leucotrienos sdo sintetizados e secretados por polimorfonu-
cleares e possuem agdo de vaso e broncoconstritores e sdo responsa-
veis pelo aumento da secrecao de muco e aumento da permeabilidade

vascular.

As lipoxinas (LX), por sua vez, foram descritas por Serham e co-
laboradores em 1984, ao incubarem o derivado do acido aracdénico,
15-HPETE, com leucocitos humanos. Essas moléculas sdo sinteti-
zadas a partir da interacao entre celulas. No caso da interagdo dos
leucocitos com as plaquetas, as LXs sdo formadas atraves da agdo
da 12-lipoxigenase sobre o LTA,. As LXs possuem propriedades an-
ti-inflamatdrias e proresolugdo através da inibicdo da quimiotaxia
e ativacdo de polimorfonucleares, como neutrofilos e eosinéfilos e
aumentando a fagocitose de polimorfonucleares apoptdticos pelos

macrdfagos no tecido inflamado.

7.1.3. Fator de Ativacdo de Plaquetaria (PAF)

Em 1971, Henson observou a agregacdo plaquetaria devido a um fator solu-
vel, que mais tarde, Jacques Benveniste, um imunologista francés e colabora-
dores, denominaram de Fator Ativador de Plaquetas. O PAF, também chamado
de 1-O-alquil-2-acil-sn-glicero-3-fosfocolina € um derivado lipidico proveniente
de reagdes enzimaticas mediada pela Liso-PAF acetiltransferase, cujo ponto
de partida é o liso-PAF. Este é produzido pela remocdo enzimatica catalisada,
pelafosfolipase A, de umglicerofosfolipideo com substituigdes 2-acil (removi-
da pelaPLA ) e1-alquil, liberando, em geral 4cido araquidénico. A sua metaboli-
zacdo é realizada através da transformacao do PAF em Liso-PAF pela PAF ace-
tilhidrolase e em1-alquil-2-acil-glicerofosfocolina pela acdo da acil transferase,

como observado nas Fig. 7.6 e7.7.
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Fig.7.5 Esquema das vias de sintese de prostaglandinas, tromboxano, leucotrienos e lipo-
xinas. O acido aracdonico pode sofrer acdo de diversas enzimas e gerar diferentes
estruturas que atuardo durante o processo inflamatério.
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Fig.7.6 Estrutura molecular do PAF.
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Fig.7.7 Via de metabolizagdo do PAF.

O PAF é produzido por diferentes tipos celulares, como neutréfilos, mondcitos, mas-

tdcitos, eosinofilos, plaquetas, células endoteliais, dentre outras. Moléculas semelhan-
tes ao PAF podem ser produzidas através de fragmentos de lipideos oxidados da mem-
brana celular, estas também s3o capazes de se ligar aos receptores do PAF e produzir
acoes semelhantes, como: vasodilatagado, diminui¢do do fluxo sanguineo, broncoconstri-
¢do, quimiotaxia, dentre outras.

O receptor de PAF esta acoplado a uma proteina G. A ligagao do PAF ao seu receptor
leva a ativagdo de uma cascata de sinalizagdo mediada pela fosfolipase C, IP, e Ca™, as-
sim como, pela fosfolipase A,, fosfolipase D e acido aracdénico levando a formagdo de
PGs, TXA, e LTs. O PAF possui agdo no sistema cardiovascular, promovendo redugdo da
resisténcia vascular periférica, vasodilatacdo e queda da pressao arterial. No rim, pro-

move diminui¢do do fluxo sanguineo, reducdo da filtragdo glomerular e excre¢do de agua
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e sodio. No estdmago, causa contracdo de fundo e ulcera. No musculo liso, leva a con-
tragdo, seja gastrointestinal, uterina ou brénquica; nos leucocitos, leva a agregagao de
polimorfonucleares, mondcitos, estimula degranulagao de eosinofilos e liberagao de leu-
cotrienos e enzimas lisossomais. Apresenta ainda fun¢ao quimiotatica para eosinofilos,
mondcitos e neutrdfilos e adesdo deste Ultimo ao endotélio vascular, facilitando eventos
de diapedese. Estimula aliberacdo LTs e geragdo de superoxidos. Ainda promove edema,
sendo mil vezes mais potente que histamina ou bradicinina em induzir extravasamento
vascular pela contragdo das células endoteliais venulares. Nas plaquetas, o PAF estimu-
la agregacdo plaquetaria.

7.1.4. Citocinas e quimiocinas

7.1.4.1. Citocinas

As citocinas sdo polipeptideos com peso molecular de aproxima-
damente 8 a 80 kDa sendo produzidas e secretadas por diversos ti-
pos celulares em resposta a antigenos que geram uma resposta infla-
matoria. Essas podem atuar de forma autdcrina, ou seja, agindo sobre
a célula que a produziu ou paracrina, agindo sobre outras células pro-
ximas a célula produtora.

Dentre as citocinas podemos incluir:

> Interleucinas (IL) - sdo assim denominadas, pois se pensava que
essas citocinas eram produzidas por leucocitos e agiam sobre
outros leucdcitos. Possuem como principais fun¢des mediar e re-
gular a resposta imunoldgica e inflamatoria, como, por exemplo, a
IL-1o0 que € capaz de iniciar uma cascata de mediadores inflama-
torios. IL-1B é também uma citocina pro-inflamatdria e é derivada
predominantemente de macrofagos ativados, apesar de ser pro-
duzidatambém por células B e células vasculares endoteliais. Esta
induz uma resposta inflamatoria caracterizada por um infiltrado
polimorfo e mononuclear. Ja alL-10 € uma citocina essencialmente
anti-inflamatodria produzida primariamente por células T e por
macrofagos ativados. Essa citocina foi caracterizada inicialmente
pela sua habilidade em inibir a ativacdo e funcdo efetora de
células T, mondcitos e macrdéfagos. A IL-10 regula crescimento,
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diferenciacdo e funcdo de celulas B, NK, células T, e citotoxicas,
mastocitos, granulocitos, células dendriticas, queratindcitos e cé-
lulas endoteliais. IL-10 tem papel fundamental na diferenciacdo e
funcdo das células T regulatorias, as quais participam do controle
da resposta imunolodgica e da tolerancia. As proprias células T re-
gulatorias produzem IL-10 em abundancia.

Interferons (INF) - s3o citocinas produzidas por linfocitos, parti-
cularmente células NK, linfocitos T CD4* e T CD8* e possuem trés
subtipos: INF-o, INF-B e INF-y. Os INF-o e INF-B sdo produzidos
principalmente frente a um estimulo viral, enquanto o INF-y me-
deia uma resposta Thi. Atualmente, estdo sendo usados como
farmacos no tratamento de diferentes doengas como o cancer,
hepatite C, esclerose multipla e doencas autoimunes pois, ndo so
regulam o crescimento e divisdo de celulas somaticas, mas tam-
bém influenciam a sobrevida das células através da modulagdo da
apoptose. Paradoxalmente, essas citocinas podem ser de nature-
za pro e anti-apoptotica. Ex.: Rebil - INF-b1a.

Fatores Estimulante de Colénia (CSF) - s3o glicoproteinas secre-
tadas que se ligam aos receptores de superficie em células tronco
hematopoiéticas e sdo capazes de ativar uma cascata de sinaliza-
¢do levando a proliferacdo e a diferenciacdo celular de leucocitos.
Estes podem ser classificados como: Fator estimulante de col6nia
de macrofago (M-CSF), fator estimulante de col6nia de granuléci-
tos (eosindfilo, neutrdfilo e basdfilo) e macrdfago (GM-CSF) e fa-

tor estimulante de col6nia de granulécito (G-CSF).

Fator de Necrose Tumoral (TNF) - ¢ citocina proinflamatdria
produzida por monadcitos, fibroblastos, células endoteliais, ma-
crofagos, linfécitos T e B, granuldcitos, células musculares lisas,
eosinofilos, condrdcitos, osteoblastos, mastocitos, células glia e
queratinocitos, apds estimulo. O TNF humano é uma proteina ho-
motrimérica codificada dentro do locus do MHC. E inicialmente ex-
presso como uma prote(na transmembranar de 26 kDa (TNFmem)

que apods clivagem proteolitica é liberada, principalmente pela
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Enzima Conversora de TNF (TACE), como uma proteina soltvel
(TNFsol) de 17KDa. Ambas as formas transmembranar e secretada
sdo biologicamente ativas, e acredita-se que a forma associada a
membrana sejaresponsavel pela sinalizagdo justacrina secundaria

ao contato célula-célula.

» ALTa, formalmente conhecida como TNFp, e o TNF foram uma vez
considerados formas redundantes. No entanto, junto aum comple-
xocomaLTp, aLToemergiu com fungdes no sistema imune distin-
tas daquelas do TNF, o que também se manifesta a nivel molecular

e celular.

A ligacdo do TNF ao seus receptores leva a ativacdo de trés cas-
catas principais que sdo: a ativagdo do fator de transcrigao NF-kB,
ativacdo da cascata de MAPK e inducdo da apoptose pela ativacdo da
cascata das caspases.

O aumento nos niveis de TNF esta associado a diversas doencas
inflamatarias, como artrite reumatoide, doenca de Crohn, psoriase,
asma, silicose. Algumas dessas doencas podem ser tratadas utilizan-
do anticorpos anti-TNF como o infliximab ou um receptor circulante
como o etanercept.

7.1.4.2. Quimiocinas

S3o citocinas de menor peso molecular (aproximadamente 8 a 10
kDa) e possuem como caracteristica principal a presenca de residuos de
cisteina em sitios conservados. Elas possuem como principal funcdo a
inducdo de recrutamento de leucdcitos sendo classificadas em quatro
tipos (Fig. 7.8):
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» (C-Também denominada linfotaxina. Possuiapenas 2 residuos de cis-
teina;

centes;

CXC - Possuem também quatro residuos de cisteina, sendo que dois
res{duos sdo separados por um aminoacido. Ex.: IL-8, que é
quimiotatico para neutrdfilo;

CXXXC - Possuem quatro residuos de cisteina, entretanto, os dois
residuos mais proximos sao separados por trés aminoacidos
(fractalquina).

Fig.7.8 Estrutura das quimiocinas.
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A CXC é também classificada como o-quimiocina e possui agao quimiotatica para
neutrofilo e linfdcitos, devido a presenca ou ndo da seqiiéncia de acido glutamico, leuci-
na e arginina proximo a cadeia N terminal. Enquanto a CC é classificada como B-quimio-
cinas e age geralmente sobre mondcitos eosinofilos, basofilos e linfocitos. E assim como
o-quimiocing, a seqiiéncia de aminoacido proximo a cadeia N terminal vai determinar o
tipo celular que sera atraido. A Ce a CX,C ndo sdo classificadas como o ou B-quimiocina,
pois possuem apenas dois residuos de cisteina paralelo e é separada por trés aminoaci-
dos, respectivamente.

Essa ativagao e quimiotaxia ocorrem devido a ligagdo das quimiocinas com seus res-
pectivos receptores de superficie. Estes receptores sdo metabotropicos, ou seja, pos-
suem sete dominios transmembranares e estdo acoplados a prote{na G. Sua denomina-
¢ao é dependente do ligante e dessa forma, os receptores para quimiocinas CC, sdo os
CCRs; para as quimiocinas CXC, os receptores CXCRs; para a quimiocina CX,C, o recep-
tor CX,CR1e oreceptor de Cainda n3o foiidentificado.

7.1.5. Oxido nitrico (NO)

As primeiras observac¢des da existéncia do oxido nitrico resultaram da ob-
servacdo do acimulo de nitrito e nitrato (produtos de oxidagdo do dxido nitrico)
na urina em camundongos que sofreram administracdo de endotoxina, além do
acumulo desses metabdlitos em macrdfagos e neutrofilos in vitro em respos-
taao LPS (lipopolissacarideo). Outra significativa descoberta foi o mecanismo
de relaxamento da musculatura lisa vascular promovida pela acetilcolina. Mais
tarde foi comprovado que esta fun¢do exercida indiretamente pela acetilcolina

é mediada pela geragao de NO.

O NO é um radical livre gasoso formado como produto secundario da rea-
¢ao de transformacado da L-arginina em L-citrulina e € mediada por um grupo
de enzimas chamado de NO sintase (NOS) (Fig. 7.9). Existem trés tipos de NOS.
A NOS induzida (iNOS) que esta presente em macrofagos, neutrdéfilos, fibro-
blastos, musculo liso vascular; aNOS endotelial (eNOS), presente constitutiva-
mente em células endoteliais, miocitos cardiacos, osteoblastos, osteoclastos
e em pequenas quantidades em plaquetas; e a NOS neuronal (nNNOS) presente
constitutivamente nos neurdnios. A INOS, por ser induzida devido a uma res-
posta imunologica e encontra-se em concentragoes de até mil vezes maior que
as NOS induzidas.
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Fig.7.9 Formacdo de NO a partir da transformacdo de L-arginina em L-citrulina mediada
por NO sintase.

O NO é capaz de se ligar ao heme presente na molécula de guanilato ciclase e ativa-la.
Esta, por sua vez, transforma GTP (guanidina trifosfato) em GMP ciclico, que atua sobre os
canais ionicos impedindo a entrada de Ca* nas células; ativando canais de potassio, o que
leva a hiperpolarizacdo e relaxamento. E estimula a proteina quinase dependente de cGMP
aativar a cadeia leve de miosina fosfatase, levando a desfosforilagdo da cadeia leve de mio-
sina e consequente relaxamento do musculo liso. ONO é o agente efetor do relaxamento da
musculatura lisa vascular promovida pela acetilcolina e bradicinina (através do aumento da
concentracdo intracelular de calcio). Este mediador ainda apresenta efeito protetor contra
trombose e aterosclerose através da inibicdo da migragdo e proliferacdo do musculo liso
vascular. Nos vasos é capaz de diminuir a resisténcia vascular devido a sua a¢do relaxante,
promovendo assim a reducdo da pressdo arterial; também é capaz de inibir a adesdo pla-
quetaria promovendo fibrindlise.

Diversas citocinas, como TGF- e IL-1, s3o capazes de induzir a expressdo de NOS.
O aumento da producdo de NO tem importantes implicagdes na erradica¢do do foco de
infeccdo e na alteragdo do microambiente inflamatdrio, ja que possui um citotoxico e/
ou citostatico. O NO se associa ao anion superdxido, formando espécies de nitrogénio
altamente reativas que promovem alteragdes em proteinas, lipideos e nucleotideos, fa-
vorecendo combate a patdgenos. Todavia, quando a via de sintese de NO é desreprimida
patologicamente, o excesso de NO pode gerar uma série de eventos indesejaveis. Algu-
mas patologias como artrite, psoriase e sindromes inflamatdrias intestinais mostram
elevados niveis de NO.
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Na regido pds-sinaptica neuronal, a ativagao de receptores NMDA glutamatérgicos re-
sultaem aumento da concentragdo de calcio intracelular e ativagdo da NOS. ONO, por sua
vez poderia agir como neurotransmissor pre-sinaptico. No sistema nervoso periférico, NO
é associado as agdes de alguns receptores NANC (ndo-adrenérgico e ndo-colinérgico). NO
é ainda relacionado ao processo de erec¢do peniana, pelo relaxamento da musculatura lisa
vascular, sendo um dos alvos dos medicamentos para tratamento da impoténcia de ultima
geracado. Estes inibem a fosfodiesterase 5, inibindo a reducdo dos niveis de AMPc.

7.2.1. Bradicinina

Resultante da clivagem do cininogénio pela calicreina, a bradicinina (BK) foi
descoberta em 1949 por Mauricio Rocha e Silva, Wilson Teixeira Beraldo e Gas-
tao Rosenfeld, pesquisadores brasileiros do Instituto Biolégico da USP quando
descreveram sua agao hipotensora. Ela tambem e capaz de provocar vasodila-
tagdo, aumento da permeabilidade vascular, recrutamento leucocitario e dor.
Sua agao é consequéncia de sua ligagdo aos seus receptores B e B,, ambos re-

ceptores metabotrépicos acoplados a proteina G.

O receptor B, e expresso constitutivamente e quando ligado a BK ativa fos-
folipase A, que leva a producdo de mediadores derivados do acido aracdénico
como as prostaciclinas. Ativa fosfolipase C, ativando a viade IP, e Ca* com con-
seqliente ativacao de PKC e aumento de sintese e liberagdo de NO. Também é
capaz de ativar MAPK e o fator de transcricdo NF-kB aumentando a transcricao
de mediadores inflamatdrios. O receptor Bl ndo esta expresso na membrana
celular e é induzido apds uma resposta inflamatdria por citocinas, endotoxinas
e fatores de crescimento. Ao contrario de B2, ele ndo se liga a BK e sim aos me-
tabolitos da mesma, gerados pela agdo da carboxipeptidase N ou M.

A resposta celular gerada por esses mediadores tem como objetivo a resolucdo do
processo inflamatdrio, entretanto, em alguns casos onde ha persisténcia do patdgeno,
esses mediadores podem levar a uma exacerbagao da resposta imunoldgica e conse-
quente perda da fun¢do do tecido lesado.

7.2.2. Sistema complemento (C3 - C9)

O sistema complemento é composto de aproximadamente 30 moléculas e
possuem como principal funcdo o controle de rea¢des inflamatdrias e quimio-
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taxia, ativacao celular, opsonizacdo e lise da célula-alvo. Acredita-se que esse
sistema tenha se desenvolvido antes do sistema imune adaptativo. O sistema
complemento pode ser ativado por 3 vias: a via classica, que é ativada quando
ha ligacdo do anticorpo ao antigeno; a via alternativa, que é ativada principal-
mente na presenca de antigenos microbianos e a via da lecitina, que € ativada
por carboidratos de bactérias. Essas vias de ativa¢do levardo a clivagem de C3
em dois fragmentos: C3a, responsavel pela ativacdo celular (fagdcitos e mas-
tdcitos), indugdo da agregacdo neutrofilica e liberacdo de espécies reativas de
oxigénio, além da desgranulacdo de mastdcitos; e C3b, que se liga a membrana

da célula e facilita a ligagdo dos fagdcitos, agindo como uma opsonina.

Outra molécula do sistema complemento importante para a defesa do or-
ganismo ¢é a C5, que por sua vez, também é clivada em dois fragmentos: C5a,
que possui um papel importante na ativacao de granulécitos e fagdcitos mo-
nonucleares. Sendo capaz de ativar a desgranulacdo de neutrofilos, mastoci-
tos e basofilos, levando a liberagdo de espécies reativas de oxigénio e aminas
vaso-ativas. Além de aumentar a quimiotaxia de neutrdfilos, mondcitos e
macrofagos para o sitio de inflamacao. E C5b, que se liga a outras moléculas do
sistema complemento (C6, C7, C8 e C9) formando o complexo de ataque a mem-
brana (CAM), que promoverd aruptura e lise da membrana celular do patogeno.

7.2.3. Sistema de coagulacdo

Ainda no contexto de mediadores inflamatdrios, podemos salientar a casca-
ta de coagulacdo, onde duas de suas proteinas possuem um papel importante
no desenvolvimento da inflamacdo. S3o elas:

*  Atrombina, uma proteina resultante da ativacdo da cascata de coagula-
cdo, é responsavel por clivar o fibrinogénio em fibrina que por sua vez par-
ticipa na formagdo do coagulo. Também promove o aumento da aderéncia
leucocitaria e proliferacdo de fibroblastos. Em paralelo a esse processo,
ocorre a formagdo de fibrinopeptideos que aumentam a permeabilidade
vascular e induzem o recrutamento de células do sistema imune;

* O Fator Xa, induz aumento da permeabilidade vascular, contribuindo para a
transmigracdo de leucdcitos para o tecido, atraves da sua ligacdo ao recep-
tor-1da protease na célula efetora.

O aumento da permeabilidade vascular e 0 aumento da aderéncia de células
do sistema imune, causado pela acdo dessas prote(nas, facilitara a migracdo de

leucocitos para o local do processo inflamatorio.
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Os corticosteroides sdo substancias endégenas (hormonios) que estdo quimicamen-
te classificadas como esteroides, e sdo sintetizados e liberados pelo cortex da glandula
adrenal (cdrtex supra-renal).

Anatomicamente, as glandulas adrenais sdo duas pequenas glandulas com a forma
de uma piramide, com cerca de 3 cm de largura, 5 cm de altura e 3 cm de espessura. Es-
truturalmente, encontram-se envolvidas numa capsula de tecido conjuntivo, rodeada de
tecido adiposo, membranas e ligamentos que sdo responsaveis pela fixagdo do 6rgdo na

parte superior dos rins.

Na sua porgdo inferior, é possivel distinguir duas partes completamente distintas: o
cortex adrenal, que corresponde a por¢ao mais externa; e a medula adrenal, que ocupa
a regido mais interna da glandula. O cortex adrenal € a regido da glandula responsavel
pela producdo de varios horménios. Histologicamente, a regido da cortex supra-renal &
constituida por regiGes especificas: (i) a zona glomerulosa, que estd situada mais exter-
namente e é responsavel pela produgdo de mineralocorticéides; (ii) a zona fasciculada,
que é mais central, e mais importante por ser responsavel pela producao de cortisol; e
(iii) a zona reticularis, que ¢é aregido responsavel pela sintese dos hormdnios sexuais.

Todos esses hormdnios da cortex sao esteroides derivados do colesterol que pos-
suem o nucleo ciclopentanoperidrofenantreno caracteristico, podendo ser agrupados
como:

a) Glicocorticdides - Atuam primariamente no metabolismo das proteinas, car-

boidratos e lipideos. Seu principal representante ¢ o cortisol (hidrocortisona)
em humanos e corticosterona em roedores;
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b) Mineralocorticéides - Atuam primariamente no transporte de eletrolitos a ni-
vel renal e na distribuicao de agua nos tecidos. Seu principal representante e
aldosterona.

c) Androgénios ou estrogénios — Atuam primariamente sobre as caracteristicas
sexuais secundarias, em seus dérgdos alvos especificos. Nas mulheres s&o pro-
duzidas pelas glandulas supra-renais e, nos homens, esse horménios sdo produ-
zidos pelos testiculos.

De todos os cerca de 50 esteroéides cristalinos que foram isolados da adrenal, apenas
8, até o presente momento, possuem atividade fisiologica conhecida. Os mais importan-
tes sdo: cortisona, hidrocortisona (cortisol, 17-hidroxicorticosterona), aldosterona, e os
dois androgénios: androstenediona (androst-4-ene-3,17-diona) e desidroepiandrostero-
na. Tanto os corticosteroides naturais quanto os sinteticos sdo utilizados no diagndstico
e no tratamento de disturbios da funcdo supra-renal e, com freqiiéncia cada vez mais
elevada, no tratamento de uma grande variedade de disturbios inflamatdrios e imuno-
logicos.

Os glicocorticdides sdo sintetizados na zona fasciculada, da regido da cortex adre-
nal, por conta da agdo do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH). Nas demais regides da
glandula - as zonas glomerulosa e reticular - ndo ha producado de glicocorticoides por
conta da auséncia das enzimas CYP17 e CYP11B1, respectivamente.

Esse grupo tem como principal representante o cortisol, que e sintetizado a partir do
colesterol, que pode ter origem enddgena ou exdgena. No entanto, altera¢des na férmu-
la estrutural desse corticoide levam a alteragdo na sua poténcia biologica, pois resulta
em mudangas na sua absor¢ado, na sua capacidade de ligagdo proteica, na taxa de bio-
transformacao, na taxa de excrec¢do, na permeabilidade a membranas e no préprio poder
de agdo no local desejado. Em suma, esses hormonios apresentam semelhancas na sua
estrutura quimica, mas as diferencas estdo na presenca de grupos polares, hidroxilas ou
cetonas conjugadas a molécula do cortisol, o que ira caracterizar um novo glicocorticoi-
de. Para exemplificar essa caracteristica dos glicocorticdides, a Fig. 8.1 compara as es-
truturas quimicas do cortisol e da dexametasona. As setas apontam os sitios que apre-
sentam grupamentos diferentes, entre o cortisol e dexametasona.
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Cortisol o Dexametasona
—
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Esquema ilustrativo comparativo entre as estruturas quimicas do cortisol e da
dexametasona. As setas apontam as modifica¢des estruturais existentes na mo-
léculas da dexametasona, que resultam nas diferengas farmacologica observada
pelo uso dessamolécula.

Outras alteracdes promovidas na molécula do cortisol, resultam em alteracdes es-
truturais significativas, que formam moléculas com caracteristicas bioldgicas e farma-
coldgicas distintas. Por exemplo, ainda com referéncia a Fig. 81, (i) a introdu¢do de uma
dupla ligagdo no anel A do cortisol promove aumento da atividade sobre o metabolismo
dos carboidratos e diminuicdo do poder retentor de sal (agdo mineralocorticéide), como
o0 observado na prednisolona e prednisona; (ii) a introdugdo do flior na posicdo 9 alfa
do anel B, como o observado nas moléculas de Triamcinolona e Fludrocortisona, € capaz
de aumentar as atividades bioldgicas dos glicocorticoides; (iii) a presenca do oxigénio
na posicao 11, anel C do cortisol, é responsavel pela agdo anti-inflamatoria dos corticos-
teroides, caso da cortisona, enquanto (iv) a metilacdo ou hidroxilagdo da posi¢do 16, anel
D do cortisol, elimina o poder retentor de sal (acdo mineralocorticoide), caso da betame-
tasona e da dexametasona.

A sua sintese e secrecdo estdo estreitamente reguladas pelo sistema nervoso cen-
tral, através de um mecanismo de retroalimentagdo negativa (feedback negativo) do
proprio cortisol e de glicocorticdides exdgenos (sintéticos). O principal horménio que re-
gula esse fendmeno € o ACTH. Esse horm&nio tem um importante sitio de regulacdo da
suasecrecdo que esta localizado nos neurdnios hipotalamicos do ntcleo paraventricular.
Nesse sitio sdo produzidos o hormonio liberador da corticotrofina (CRH) e a arginina va-
sopressina (AVP), que atuam em seus receptores especificos (CRH-R1e o receptor tipo 3
da AVP) resultando naregulagdo da secrecdo do ACTH.
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Dessa forma, a velocidade de secre¢do desse horm6nio segue um ritmo circadiano
endogeno, que modula a secre¢ao de CRH. Esse ritmo resulta numa concentracdo de cor-
tisol que atinge um valor maximo nas primeiras horas da manhg, declinando nas restan-
tes 24 horas do dia. Na auséncia de estresse, a secrecao de cortisol e de cerca de 10-20
mg por dia em um organismo adulto.

Enzimaticamente, a biossintese dos glicocorticdides inicia-se com a conversao do
colesterolem pregnenolona a partir da ativagdo da desmolase. A pregnenolona, uma vez
formada, servira de substrato para a enzima esteréide-desidrogenase, resultando na
formacdo de progesterona. Esse metabdlito sofre rea¢des de hidroxilagdo sucessivas,
sendo convertido no cortisol.

Uma vez formado e liberado no plasma, o cortisol se liga as proteinas circulantes,
como a globulina de ligag&o dos corticosteréides (CBG), que é uma o,-globulina sinte-
tizada pelo figado, e se liga a 90% do hormdnio circulante em circunstancias normais.
Devido ao seu carater lipofilico, essa ligagdo favorece o seu transporte sanguineo e faci-
lita a sua distribuicdo aos tecidos-alvo. O restante encontra-se na forma livre (cerca de
5-10%) ou frouxamente ligado a albumina (cerca de 5%), estando disponivel para exercer
seus efeitos sobre as células-alvo.

Atualmente, achados sugerem que os glicocorticoides possam afetar a secre¢do de
diversos hormdnios, através da alteracdo dos niveis intracelulares de AMPc e de altera-
¢Oes na dinamica de polimeriza¢do de actina.

Em sua maioria, os efeitos conhecidos dos glicocorticoides sdo mediados por recep-
tores especificos, chamados de “Receptores de Glicocorticdides” (GR), os quais apre-
sentam uma ampla distribuicdo, tendo predominio no citoplasma das células. Esses re-
ceptores proteicos sdo membros da superfamilia de receptores nucleares, na qual estdo
incluidos os receptores de esterdides, esterol (vitamina D), horménio tireoidiano, acido
retindico e muitos outros receptores que interagem com os promotores de genes-alvo.

Uma vez no ambiente intracelular, o glicocorticdide liga-se as proteinas de choque
térmico (Hsp), dentre as quais tem papel de destaque aHsp90, embora outras proteinas
possam estar envolvidas. Essas proteinas encontram-se ligadas aos receptores de gli-
cocorticoides. Uma vez ligado ao seu receptor intracelular, por acdo de alteracées con-
formacionais, as proteinas de choque térmico se dissociam, permitindo que o complexo
glicocorticoide-receptor seja translocado para o nucleo, onde podera interagir com o
DNA e com proteinas nucleares.
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No nticleo, o complexo glicocorticdide-receptor liga-se a elementos de resposta dos gli-
cocorticoides (GRE) presentes nos promotores dos genes responsivos. Foram identificados
dois genes responsaveis pela codificagdo dos receptores de glicocorticdides. Esses recep-
tores sdo: 0 hGR alfa, que é o receptor classico de glicocorticoides e € ativado por ligante,
sendoresponsavel pelamodulacdo da expressao de genes sensiveis aos glicocorticoides; e 0
hGR beta, que é inativo anivel transcricional, mas que é capaz de inibir os efeitos do hGR alfa.

Ao se ligarem ao seu receptor nuclear, os glicocorticéides podem promover a transcri-
¢do de genes anti-inflamatdrios, como por exemplo, ao promover um aumento na sintese
de lipocortina-1, que € uma proteina que tem efeito inibitério sobre a fosfolipase A, (PLA.).
Dessaforma, a sintese de mediadores inflamatorios de natureza lipidica estaria inibida.

Um outro mecanismo de agdo seria atraves da inibi¢do da transcricdo de genes proinfla-
matorios, como os genes responsaveis pela expressao das enzimas COX-2eaPLA,, através
da ativacdo da proteina ativadora-1(AP-1). Essa proteina é um fator de transcri¢do composto
de dimeros da familia de proteinas Jun e Fos, que uma vez ativados, promovem a inibi¢do da
transcricdo de varios genes envolvidos nas respostas inflamatdria. Além disso, os glicocor-
ticdides podem promover um aumento na expressdo de IkB que, por sua vez, ira manter o
NF«B sob a forma inativa, impedindo assim a transcricdo de genes pro-inflamatorios.

Além disso, os glicocorticéides podem aumentar a expressdo de receptores f3,. Esses
receptores quando ativados tém conhecida a¢do broncodilatadora. Dessa forma, a utili-
zacdo de glicocorticdides tem relevante papel no tratamento da asma, pois preveniria a
regulacdo negativa da expressdo desse receptor em virtude do tratamento prolongado
com B, agonistas. A tabela1lista os principais efeitos dos glicocorticoides na transcrigdo
génica ocorrida durante a resposta inflamatoria.

Tabela 8.1: Efeitos dos glicocorticoides na transcricao génica

Transcri¢cdo Aumentada

Lipocortina-1
Receptor 3, adrenérgico
lxB

Transcri¢do Diminuida

Citocinas (IL-1,-2,-3,-4, -5, -6, -8, 11,12, -13, TNF o, GM-CSF, RANTES, MIP-10,, SCF)
Oxido nitrico sintase induzida (iNOS)
Ciclooxigenase induzida (COX-2)
Fosfolipase induzida (cPLA))
Endotelina-1
Moléculas de adesdo (ICAM-1, VCAM-1)
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Em linhas gerais, os glicocorticdides podem influenciar a fun¢do da maior parte das
células do organismo, visto que possuem efeitos abrangentes. Embora muitas das a¢oes
dos glicocorticoides estejam relacionadas com a dose, e sejam intensificados quando
sdao administradas grandes quantidades para fins terapéuticos, existem também outros
efeitos, denominados efeitos “permissivos’, cuja auséncia pode estar associada a uma
deficiéncia de muitas fungdes normais.

8.2.1. Efeitos metabdlicos

Conforme fora abordado anteriormente, o cortisol & um hormdnio produzi-
do regularmente ao longo do dia, tendo papel importante na regulacao do me-
tabolismo dos carboidratos, das proteinas e dos lipidios. No entanto, o uso dos
hormonios glicocorticoides em doses terapéuticas pode ser responsavel por

alguns dos efeitos adversos graves.

Com relagdo ao metabolismo de carboidratos, a agdo desses hormonios é
capaz de contra regular a insulina, regulando dessa forma a glicemia sangui-
nea, evitando que se desenvolva o quadro de hipoglicemia. Os glicocorticoides
estimulam a gliconeogénese hepatica pelo aumento da atividade das enzimas
fosfoenolpiruvato carboxiquinase e glicose-6-fosfatase, o que ira resultar na
formacdo de glicose. Perifericamente, ainda inibem a captacdo da glicose pelo
tecido muscular, através da inibi¢do dos transportadores de glicose. Dessa for-

ma, esses hormdnios tém ac¢do hiperglicemiante.

No tecido adiposo, os glicocorticdides promovem a diferenciacdo dos adi-
pocitos, promovendo a adipogénese. Esse fendmeno € resultante da ativagdo
da transcricdo de alguns genes, como leptina, glicerol-3-fosfato desidrogenase
e da lipase lipoproteica, o que contribui para um aumento no acumulo de gor-
dura visceral. Esse fato parece ser resultante de uma maior distribuicdo de
receptores de glicocorticoide nessa regido. Ja no tecdio muscular, os glicocor-
ticoides causam alteragBes catabolicas, como inibicdo da sintese proteica e
liberacao de aminoacidos durante o catabolismo muscular, o que pode levar a

atrofia muscular.

Em linhas gerais, os glicococorticoides alem de estimularem a sintese de
proteinas e de RNA no figado, também exercem efeitos catabdlicos no tecido
linféide e conjuntivo e na pele, além do tecidos muscular e adiposo, mencio-
nados anteriormente. Sobre o tecido dsseo, os glicorticdides podem causar
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osteoporose (associada a Sindrome de Cushing), principal limitacdo no uso
terapéutico a longo prazo desses horménios. Nas criangas, os glicocorticoides
reduzem o crescimento, que poderia ser parcialmente evitado pela administra-
¢ao do hormdnio do crescimento em altas doses.

8.2.2. Efeitos anti-inflamatoério e imunossupressor

A resposta inflamatdria pode ser suprimida radicalmente por a¢do dos gli-
cocorticoides, visto que podem alterar a concentracdo, a distribuicdo e a fun-
¢do dos leucdcitos periféricos, além de poderem exercer efeitos supressores
sobre a geracdo de citocinas e quimocinas inflamatdrias e outros mediadores
lipidicos e glicolipidicos da inflamagao.

Esses horm6nios também inibem a fun¢do dos macroéfagos teciduais e de
outras células apresentadoras de antigenos, sendo observada uma reducdo na
capacidade dessas células de responder a antigenos e amitoégenos. De fato, os
glicocorticoides sdao capazes de limitar a capacidade de células em fagocitar e
destruir microrganismos, bem como de produzir o TNF, a IL-1, metaloproteina-
ses e ativador do plasminogénio. Essas células sdo acentuadamente afetadas
por esse tratamento. As citocinas IL-12 e IFN-ytém sua producdo diminuidas.

Mais ainda, além de seus efeitos sobre a funcdo leucocitaria, os glicocor-
ticdides apresentam efeitos anti-inflamatdrios ao alterar a produgao de me-
diadores lipidicos, por induzir a reducdo na sintese de prostaglandinas, leu-
cotrienos e fator de ativacdo plaquetaria (PAF), que tém sintese dependente
da ativagdo da PLA,, principalmente por indugdo da expressao da proteina li-
pocortina. Vale ressaltar que os glicocorticdides sdo capazes de reduzir a ex-
pressdo da ciclooxigenase-2 (COX-2), que é a forma induzivel dessa enzima nas
celulas inflamatdrias, com consequente diminui¢dao da quantidade de enzima
disponivel para a formagdo de prostandides.

A utilizagdo desses hormdnios é importante no caso de pacientes que rece-
beram transplantes, pois é capaz de evitar as rea¢des inflamatoérias nos casos
de rejeicdo em fungdo da sua agdo imunossupressora. Além disso, a ativagdo
do complemento ndo é alterada, porém seus efeitos sdo inibidos e a producao
de anticorpos pode ser reduzida por grandes doses de esterdides, embora ndo
seja afetada por doses moderadas.
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8.2.3. Outros efeitos

Os glicocorticoides em quantidades aumentadas frequentemente produ-
zem disturbios do comportamento em seres humanos, promovendo a principio
ins6nia e euforia e, posteriormente, depressdo. Além disso, quando administra-
dos emgrandes doses, podem aumentar a pressao intracraniana (pseudotumor
cerebral), se administrados de forma crénica suprimem a liberagdo hipofisaria
de ACTH, GH, TSH e LH.

Além dos efeitos sobre os leucdcitos, os glicocorticdides aumentam o nu-
mero de plaquetas e eritrdcitos. E também observado que na auséncia de quan-
tidades fisioldgicas de cortisol, ocorre comprometimento da fungdo renal (par-
ticularmente da filtracdo glomerular), a secrecdo de vasopressina aumenta, e
verifica-se a incapacidade em excretar normalmente uma sobrecarga hidrica.

Um ponto importante a ser mencionado estarelacionado ao uso prolongado
de glicocorticdides, que pode levar a condicdo atrofia das glandulas supra-re-
nais, fazendo com que a interrupgdo do tratamento deva ser feita com a retira-
da progressiva da administracdo da droga.

Em face da importancia dos glicocorticdides no tratamento de disturbios inflamato-
rios, alérgicos, hematoldgicos e entre outros, foram desenvolvidos muitos esterdides
sintéticos com atividade anti-inflamatdria e imunossupressora. Esses compostos (es-
teroides farmacéuticos) sdo habitualmente sintetizados a partir do acido félico (obtido
do gado bovino) ou de sapogeninas esteroides, em particular a diosgenina e a hecopeni-
na, encontradas em plantas das familias Liliaceae e Dioscoreaceae.

Quando administrados por via oral, os corticosterdides sintéticos témaabsor¢do e o
metabolismo semelhante aos esterdides endogenos. No entanto, as alteragdes na mole-
cula influenciam na sua afinidade pelos receptores de glicocorticoides e mineralocorti-
coides. Dessa forma, em alguns casos, o agente é administrado na forma de pro-droga.
Por exemplo, a prednisona é rapidamente convertida no produto ativo, prednisolona, no
organismo. Esses farmacos tém as mesmas a¢oes do cortisol, porém podem exibir rela-
¢Oes diferentes de poténcia glicocorticoide e mineralocorticéide. O organismo tem mais
dificuldade de metabolizar e eliminar os corticosterdides sintéticos, por isso, estes pos-
suem efeito mais prolongado e poténcia elevada.
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8.4.1. Uso para fins de diagndstico

A dexametasona pode ser utilizada para auxiliar no diagnéstico da Sindro-
me de Cushing. O teste empregado, chamado de teste de supressdo da dexa-
metasona, é utilizado quando ha suspeita da hiperfuncdo glandular. Nesse
teste a dexametasona é administrada ao paciente e o material biologico para
quantificacdo do cortisol € coletado posteriormente para avaliar a producdo
do cortisol, pois a dexametasona inibe a liberagdo de ACTH o que ocasinoa di-
minui¢do na producado de cortisol. Em pacientes com disfungdo glandular, essa
producdo encontra-se aumentada.

8.4.2. Disttrbios ndo-supra renais

Os analogos sintéticos do cortisol tém se mostrado Uteis no tratamento
de um grupo diversificado de doengas. Dentre esses quadros, esses farmacos
vém sendo utilizados para o tratamento de doencgas nao-relacionadas a qual-
quer disturbio da funcdo supra-renal, e esse uso tem como objetivo suprimir as

respostas inflamatdrias e imunes.

No entanto, a utilizacdo dessa terapia pode ser ndo benéfica ao organis-
mo. Além de promover as alteracdes metabolicas ja expostas anteriormente,
a utilizagdo dos glicocorticoides suprime a resposta inflamatoria, visto que
em quadros onde a resposta do hospedeiro constitui-se na principal causa do
quadro observado, como por exemplo nas doengas autoimunes. Mas, em qua-
dro infecciosos cronicos, o tratamento pode permitir que processo patoldgico
(infeccioso) possa progredir, apesar da supressdo das manifestacgdes clinicas.

8.4.3. Efeitos adversos e toxicidade

O uso de glicocorticoides possibilita resultados satisfatorios, que podem
variar de modo consideravel, visto que podem causar efeitos disseminados
em todas as partes do organismo. Os principais efeitos indesejaveis dos glico-
corticoides resultam de suas a¢des hormonais produzindo o quadro clinico da
“Sindrome de Cushing" Quando os glicocorticoides sdo utilizados por um curto
periodo de tempo (menos de 2 semanas), observa-se ocasionalmente a ocor-
réncia de insonia, alteragdes do comportamento e ulceras pépticas agudas.
N&o sdo observados efeitos adversos graves.

I0C/Fiocruz - SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Cap.8

129



Vol.2

130

IMUNOFARMACOLOGIA

A taxa de desenvolvimento dessa sindrome é em fun¢do da dose do glico-
corticoide e da constituicdo genética do paciente. Nesse caso, ocorre maior
crescimento de pélos finos nas coxas, troncos e na face, além de ocorrer apa-
recimento de acne. Sdo caracteristicos também o contorno arredondado do
rosto, a ocorréncia de tumefacdo e a distribuicdo alterada de gordura no corpo.

A degradacdo continua de proteinas e o desvio de aminoacidos para a pro-
ducdo de glicose aumentam as necessidades de insulina e, com o decorrer do
tempo, resultam em aumento de peso corporal, deposicdo visceral de gordura,
consungao muscular, adelgagamento da pele com estrias e equimoses, hipergli-
cemia e, por fim, desenvolvimento de osteoporose, diabetes e necrose assépti-
cado quadril. Quando presente, o diabetes é tratado atraves de dieta e insulina.

Outras complicagdes estdo associadas ao tratamento com glicocorticoides,
como o desenvolvimento de Ulceras pépticas. Além disso, caso sejam adminis-
trados por mais de duas semanas, os glicocorticdides podem promover atrofia
das glandulas supra-renais, o que implica na necessidade de um processo de
interrupcdo progressiva do tratamento . Visto que se a dose for reduzida com
demasiada rapidez nesses pacientes, os sintomas do disturbio podem reapa-
recer, ou sua intensidade pode aumentar. Essas rapidas reduces podem ser
prejudiciais a pacientes sem disturbios subjacentes, como os pacientes cirur-
gicamente curados da Sindrome de Cushing.

Essa sindrome pode ser causada também por tumores ou por hiperplasia
nodular da glandula supra-renal, assim como pela producdo ectopica de ACTH.
No entanto, na maioria dos casos, a Sindrome de Cushing resulta de hiperplasia
supra-renal bilateral secundaria a um adenoma hipofisario secretor de ACTH.

Dessa forma, a (hipersecrecao) de glicocorticoides, promove muitas altera-
¢Oes no paciente, como obesidade do tronco, perda proteica, adelgagamento
da pele, estrias de cor purpura, alem de cicatrizacdo deficiente de feridas e os-
teoporose, dentre outras caracteristicas. Em casos mais graves esses distur-
bios podem chegar a alteragdes mentais, hipertensao e diabetes. O tratamen-
to consiste em remocdo cirurgica do tumor acompanhado de diminuicdo das
quantidades de corticosterdides aos niveis normais de maneira lenta e gradual.
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8.4.4. Contra-indicacdes

Deve ser feito o monitoramento dos pacientes que receberem tratamen-
to com esses farmacos devido ao risco de desenvolvimento de hiperglicemia,
glicosuria, hipertensdo, tlcera péptica, osteoporose e infec¢des ocultas. Além
disso, esses agentes terapéuticos devem ser utilizados com cautela em pacien-
tes com ulcera peptica, cardiopatia ou hipertensdo, dentre outras patologias.

8.4.5. Inibidores de sintese/antagonistas

Algumas drogas vém sendo usadas como inibidores de sintese de glicocor-
ticdides e também como antagonistas dos mesmos. Cada uma dessas drogas
tem um mecanismo de acao distinto. Dentre elas destacam-se a metirapona,
por seu efeito inibidor seletivo da sintese de esterodides; a aminoglutetimida,
por bloquear a conversdo do colesterol em pregnenolona e por ser utilizada em
associacao com dexametasona (ou hidrocortisona) no tratamento do cancer de
mama; e o cetoconazol, pela sua acdo inibidora potente e ndo-seletiva sobre
a sintese de esteroides supra-renais e gonadais. Além desses, existem outras
drogas que também sdo utilizadas com a mesma finalidade como mifepristona
(RU 486) que é um antagonista de receptor, mitotano e trilostano.
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Oprocessoinflamatorio é umarespostanatural de defesado sistemaimune inato que
estabelece elo com a resposta adaptativa. Como visto nos capitulos anteriores, varios
mediadores sdo responsaveis por significativas alteragdes nos parametros fisiopatolo-
gicos nos mais variados sistemas organicos. Dentre as modifica¢Ges, estdo a elevagdo
da temperatura corporal (promove inibicdo de crescimento de patdgenos agressores),
estimulacdo para multiplicacdo e maturagdo de precursores relacionados as linhagens
mieloide e linfoide, aumento da permeabilidade vascular (gerando edema local pela tran-
sudacdo de material da circulacdo e viabilizando chegada ao foco inflamatdrio de células
polimorfonucleares, monadcitos e linfdcitos), além de alteracdes hemodindmicas globais
(afetam pressdo arterial e perfusdo renal) e pronunciada redugdo do limiar nocicepti-
vo, com consequente potencializagdo do estimulo algico. Os mediadores sdo capazes
de modular a ativacao de células do sistema imune, conduzindo-as a realizacdo de suas
funcdes efetoras cujo objetivo ¢ eliminar o agente desencadeador do processo lesivo
permitindo retorno a condi¢do homeostatica.

Todavia, em alguns casos, a resposta inflamatdria torna-se prejudicial ao organismo,
comprometendo o funcionamento fisioldgico de varios tecidos e érgdos.

Varias classes de farmacos foram desenvolvidas e sdo clinicamente utilizadas pelo
seu potencial de interferéncia na formacdo ou a¢do de varios mediadores do processo
inflamatdrio. Neste capitulo, focaremos naqueles que sdo diretamente relacionados
com os produtos da cascata do acido araquidoénico, ou seja, farmacos que atuam sobre
os eicosanoides.
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Os agentes anti-inflamatorios sdo classicamente divididos em:

* Anti-inflamatorios Esteroidais

* Anti-inflamatdrios Ndo-Esteroidais:
> Inibidores Nao-Seletivos de Ciclooxigenase

> Inibidores Seletivos de Ciclooxigenase-2

* Inibidores da acdo de Leucotrienos:

» Inibidor da Lipoxigenase

» Antagonistas dos Receptores de Leucotrienos
* QOutros farmacos e terapéuticas utilizados em disturbios inflamatdrios

A seguir, algumas caracteristicas basicas de cada classe serdo descritas, incluindo
mecanismos de acao, usos clinicos e efeitos adversos decorrentes de seu uso e princi-
pais farmacos de cada classe, exceto para os anti-inflamatdrios esteroidais que foram
discutidos no capitulo anterior.

A demonstracdo da existéncia de duas isoformas da enzima ciclooxigenase conduziu ao
conceito que cada uma delas teria papéis absolutamente distintos, sendo a COX-1respon-
savel pela manutencdo homeostatica e producgdo de prostaglandinas benéficas (protecdo
da mucosa gastrica, dilatagao vascular, prevencdo de geracao de eventos tromboemboli-
cos, melhora da capacidade da funcdo renal, entre outros) ao passo que a COX-2 seria res-
ponsavel por todos os eventos inflamatorios deletérios produzidos pelas prostaglandinas.
Desta forma, houve forte interesse da industria farmacéutica no desenvolvimento de far-
macos inibidores seletivos de COX-2 que seriam, em tese, capazes de conter a reacao in-
flamatoria e seus efeitos deletérios sem, entretanto, interferir nos mecanismos benéficos
das prostaglandinas produzidas pela COX-1. A utilizagdo clinica destes farmacos mostrou
ser falha avisdo dicotomizada para os inibidores de ciclooxigenase, uma vez que os inibido-
res seletivos também mostraram ter efeitos adversos importantes.

Todos os anti-inflamatorios compartilham funcdes relacionadas, agindo na inibigao
da sintese de mediadores lipidicos, reduzindo focos inflamatarios, algicos e de elevagao
de temperatura. Apresentam estrutura quimica diversificada, sendo na grande maioria

dos casos acidos fracos (excegdo representada pela nabumetona), propriedade que in-

SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR - 10C/Fiocruz



ANTI-INFLAMATORIOS NAO-ESTEROQIDAIS |

fluencia padrdes de absorcdo destes farmacos quando administrados via oral. Quase a
totalidade dos anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINEs) age por mecanismos de com-
peticdo reversivel do sitio catalitico das ciclooxigenases, impedindo a metabolizagdo do
acido araquiddnico. Como excecdo, temos o acido acetilsalicilico, que modifica covalen-
temente o sitio de catalise das COXs, sendo essa alteracdo irreversivel.

Apesar de pertencerem a uma mesma classe farmacologica, apresentam diferengas
significativas em suas estruturas, levando a parametros farmacocinéticos muito variados.
S3do, em geral, bem absorvidos pela via oral e metabolizados no tecido hepatico através de
reaces de fase | (sobretudo pelas CYPs 3A e 2C) e fase I, enquanto alguns sofrem conjuga-
¢do (reacdo de fase Il) com 4cido glicurbnico diretamente. A via de eliminagdo majoritaria é
a excrecdo renal, com graus de importancia variados para a excregao biliar (dependendo da
estrutura molecular do farmaco). Outro pardmetro farmacocinético importante é o fato de
se conjugarem, também em graus variados com proteinas plasmaticas, sobretudo albumina,
o que pode formar reservatorios do farmaco, alterando cinética de acdo e meia-vida destes.

Os principais AINEs estdo organizados de acordo com a classificagdo quimica:

Ibuprofeno

Acido Propi6nico Cetoprofeno

Naproxifeno

Acido acetilsalicilico

Diflunisal

Acido Salicili
Cido oalictlico Flufenisal

Acidos Carboxilicos Salicilamida

Acido Mefenamico

Acido Fenamico Acido Tolfenamico

Acido Flufenamico

3 Indometacina
. L Acido Indol Acético -
Acido Acético Sulindac

Acido Fenilacético Dicoflenaco

Butasona
Pirazol6nicos Fenilbutasona

Dipirona

Piroxican

Acidos Fendlicos , -
Oxicans Meloxicam

Tenoxicam

. Nimesulida
Sulfamidico :
Coxibes

Compostos N&o-Acidos Butanona Nabumetona
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Cada derivado foi sintetizado conferindo caracteristicas especiais e individuais,
como diferenca no grau de irritacdo gastrintestinal (meloxicam é bem tolerado pelo tra-
to gastrintestinal), capacidade de ser excretado no leite materno ou atravessar a pla-
centa (naproxeno, em ambos), maior tempo de acdo, graus de seletividades para COX-1e
COX-2(AAS versus tenoxicam), administragdo como pré-farmaco (sulindac), administra-
¢do em dose Unica didria (piroxicam).

Os efeitos gerais clinicos obtidos com uso dos AINEs estdo abaixo listados:

9.2.1. Efeito Antipirético

A febre é desencadeada como mecanismo de defesa primario que ocorre
por alteragdes nos centros termorreguladores hipotaldmicos, fazendo que a
temperaturaregular basal seja elevada. Estas alteracdes da regulacdo térmica
sdo controladas principalmente pela interleucina-1(IL-1), que induz a sintese de
PGE, no hipotalamo. Os anti-inflamatdrios ndo-esteroidais auxiliam no retorno
para a temperatura regular basal, sendo o excesso de energia térmica dissipa-
da através da sudorese e dilatagdo de vasos sanguineos periféricos.

9.2.2. Efeito Analgésico

Como descrito nos capitulos anteriores, as prostaglandinas sdo agentes
capazes de promover sensibilizacdo de terminais nociceptivos, ndo sendo
capazes por si so de gerarem dor significativa, mas potencializam eventos
algicos desencadeados por outros mediadores gerados na resposta inflama-
toria, como a bradicinina e substancia P. Quando associados aos analgésicos
narcoticos, ha possibilidade de redugdo da dosagem destes, evitando efeitos
adversos no uso de derivados opioides, como constipacdo, depressao respira-
toria, dentre outros. Na cefaleia, o efeito destes farmacos esta relacionado a
uma reducdo do efeito vasodilatador de algumas prostaglandinas sobre o leito
vascular cerebral.

9.2.3. Efeito Anti-inflamatorio

Os efeitos anti-inflamatdrios dos AINEs sdo extremamente amplos e decor-
rem da inibicdo da sintese de todos os derivados da reagdo catalisada pelas
ciclooxigenases. De fato, todos os efeitos inflamatdrios descritos para os de-
rivados prostanoides nos capitulos anteriores sdo afetados. E importante res-
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saltar que a inibicao ndo seletiva de ambas isoformas da enzima COX também
abole efeitos protetores fisiologicos das prostaglandinas, como manutengdo
da perfusdo renal, vasodilatagdo e protecdo da mucosa gastrica.

Os principais e mais prevalentes efeitos adversos estdo sumarizados abai-
xo e separados pela seletividade pela isoforma de ciclooxigenase:

9.3.1. Efeitos Adversos Decorrentes do Uso de AINEs: (n3o seletivos)

A) Distirbios Gastrintestinais:

Os AINEs, particularmente os que atuam preferencialmente sobre a COX-1,
reduzem o efeito protetor fisioldgico das prostaglandinas no trato gastrintes-
tinal, especialmente PGE, e PGL,. Os efeitos adversos incluem desde vomitos,
nausea, anorexia, diarreia, até formacdo de Ulceras e perfuracdes estomacais.
Este efeito é proporcionalmente reduzido quao mais seletivo para COX-2 for o

farmaco, como sera discutido adiante.

B) Efeitos Vasculares Renais:

De forma similar, a inibi¢do das prostaglandinas PGE, e PGl, altera a manu-
tencdo do fluxo sanguineo renal, com constricdo da arteriola aferente nos glo-
mérulos renais e reducdo da perfusdo renal. PGE, ainda apresenta mecanismo
de vasodilatagdo compensatoria em resposta a agdo de noradrenalina e angio-
tensina ll. Desta forma, areducdo na sintese destas prostaglandinas pode con-
duzir a nefrotoxicidade, com reducdo da filtracao glomerular, nefrite crénica e
até necrose de papilas renais.

C) Efeitos Respiratorios:

A inibicdo das ciclooxigenases faz com que todo o “pool” de &cido araqui-
donico disponibilizado da membrana celular possa ser utilizado na sintese de
leucotrienos. Como descrito nos capitulos anteriores, essas substancias sdo
0s principais responsaveis por broncoconstricao e aumento na producdo de
muco, causando aumento da resisténcia de vias aereas e comprometendo a ca-

pacidade respiratoria.
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D) Funcdo Plaquetaria:

A cascata do acido araquiddnico tem como um de seus produtos o trombo-
xano A, (TXA,), que atua como agregante plaquetario e potencializa os efeitos
de outros pré-coagulantes, como a trombina. Como a isoforma do ciclooxige-
nase presente nas plaquetas é a COX-1, os inibidores ndo-seletivos de COX po-
dem promover reducdo na capacidade de agregacao plaquetaria, propiciando

aumento norisco de hemorragias.

E) Outros Efeitos:

Apesar de menos comum, alguns AINEs sdo capazes de promover disturbios
de medula dssea (anemia e neutropenia) e hepatotoxicidade (principalmente
aumento de transaminases), além de reacdes de hipersensibilidade aos mais
variados componentes desta classe de farmacos.

9.3.2. Efeitos Adversos Decorrentes do Uso de AINEs: (COX-2 seletivos)

A) Eventos Cardiovasculares:

Inibidores seletivos de COX-2 suprimem a produgdo de PGl (vasodilatador
e anti-agregante plaquetario) pelo endotélio vascular sem, no entanto, reprimir
aprodugdo de TXA, (vasoconstritor, agregante plaquetario) pelas plaquetas (ja
que essa é produzida pela COX-1). Desta forma, ha aumento no risco de incidén-
cia de eventos tromboembolicos, aumentando a chance de isquemia coronaria-

na, alem de elevagao na pressao arterial.

B) Gravidez e Lactacdo:

Momentos antes do parto, haindugdo de COX-2 e producdo de PGE, e PGF, .
Essas prostaglandinas exercem func¢do de estimulo da contragdo da muscula-
tura lisa uterina e indugdo de trabalho de parto. Ha trabalhos demonstrando
prolongamento da gestacdo pelo uso de AINEs. Aindometacina, por estarazdo,
foi aprovada para uso clinico quando da necessidade de se evitar trabalho de
partos pré-termo. Todavia, o uso de AINEs pode promover estenose do ductus
arteriosus (causa de hipertensdo arterial pulmonar congénita), além de aumen-
tar a possibilidade de hemorragia pds-parto, motivo pelo qual o uso destes far-
macos e contraindicado em mulheres em periodos gestacionais avangados.
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O objetivo principal do desenvolvimento de inibidores seletivos de COX-2 foi pre-
venir os eventos gastricos decorrentes do uso de inibidores ndo-seletivos. Todavia,
sabidamente esses inibidores seletivos apresentam alguns efeitos adversos signi-
ficativos relacionados, principalmente ao seu uso por periodos prolongados, sendo
o de maior destaque a possibilidade de aumento na geragdo de edemas e hiperten-
sdo e eventos cardiovasculares. Este fato conduziu a retirada do mercado do Vioxx®
(rofecoxib) pela constatagdo em estudo (“prevencdo de pélipos adenomatosos com
Vioxx®") do aumento na incidéncia de eventos cardiovasculares (infarto agudo do
miocardio e acidentes vasculares cerebrais) nos pacientes que receberam rofeco-
xib por periodos prolongados (semanas a meses). Os efeitos adversos de inibidores
seletivos e ndo-seletivos de COX-2, ja descritos, embasam os motivos pelos quais
esses eventos tém sua incidéncia significativamente elevada. Outro farmaco, o val-
decoxib, foi também retirado do mercado devido aos efeitos adversos decorrentes
de seuuso. Outros farmacos ainda foram posteriormente desenvolvidos ou voltaram
ao mercado. Todavia, estudos randomizados amplos estdo sendo conduzidos para
melhor esclarecer orisco de cada inibidor seletivo de COX-2. Os farmacos inibidores
seletivos variam entre si, além do grau de seletividade, em uma série de parametros
farmacocinéticos, como absor¢do oral, picos de concentracgdo séricos, variagdes no

mecanismo de excrecdo, interacdes medicamentosas, entre outros.

Abaixo estdorelacionadas as relagdes de seletividade aproximadas para alguns inibi-
dores seletivos de COX-2:

F4 Formacdode TXB2 | Formacdo de PGE2 Relacdo de Seletividade
armaco
(Inibigdo de COX-1) | (Inibigcdo de COX-2) COX-2/COX-1
Lumiracoxib
e 120 1,2 100
Etoricoxib
Valdecoxib
= 22 07 314
Rofecoxib
Celecoxib 7 0.9 7.8

A seletividade para cada isoforma da ciclooxigenase € avaliada pelarazdo da sintese
de tromboxano A, de plaquetas durante a formag&o do codgulo (indice de atividade da
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COX-1) e asintese de PGE, por mondcitos em sangue total exposto ao lipopolissacarideo
(indice de atividade de COX-2).

9.5.1. Acido Acetilsalicilico (AAS)

Sintetizado quimicamente a partir do acido salicilico, o AAS teve impacto
fulminante no seu lancamento por se tratar da primeira alternativa farmacolo-
gica eficaz para controle de reacdes inflamatorias. Atualmente, seu emprego
como anti-inflamatorio esta em declinio em decorréncia de efeitos adversos
e sua principal utilizacdo na profilaxia de tromboembolismo em pacientes que
apresentem risco para eventos cardiovasculares. E absorvido no estdmago e
inicio do intestino delgado e degradado por esterases plasmaticas que o con-
vertem em acido acetico e salicilato. Emaltas doses, pode provocar salicilismo,
um tipo de intoxicacao grave que pode ser contornado pela alcalinizagdo da uri-
na (leva ao aumento na excrecdo renal de salicilato e seus conjugados).

Apresenta efeitos anti-inflamatdrios pela inibicdo ndo-seletiva das COXs,
(através da modificacdo covalente por acetilagdo da serina 530 da COX), anal-
gésico (por inibicdo do estimulo nociceptivo na regido subcortical) e antipiréti-
co (pela inibicdo da sintese de prostaglandinas e secrecdo de IL-1 por macréfa-
gos na inflamacgo).

O mais importante mecanismo de acdo do AAS é a inibicdo irreversivel da
COX-1 plaquetaria. Como plaquetas sdo estruturas ndo nucleadas derivadas
de megacariocitos, elas sdo incapazes de sintetizar novas moléculas de COX.
Desta forma, o efeito antiplaquetario é mantido por todo o tempo de vida da
plaqueta (aproximadamente 10 dias). Neste contexto, AAS é usado visando re-
duzir aincidéncia de isquemias, obstrucdo da artéria coronaria e infarto de mio-
cardio e angina instavel. Para este fim, a dose indicada é de aproximadamente
75 a 325 mg/dia, ao contrério da posologia anti-inflamatdria e antipirética de
2000 mg/dia (divididos em administracdes em per{odos de 6 horas).

Além de seus efeitos sobre as ciclooxigenases, foi demonstrada capacidade
anti-inflamatdria do AAS em animais deficientes geneticamente de ciclooxige-
nase, mostrando que o AAS participa de outras vias para inibi¢do do processo
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inflamatdrios (como sua capacidade de inibir a expressao de NF-xB, um impor-
tante fator de transcricdo de genes de mediadores inflamatdrios).

Os efeitos adversos do uso de AAS incluem todos aqueles compartilhados para
os anti-inflamatorios nao-seletivos para COX-2, mas existem dois paraefeitos es-
pecificos: o salicilismo (nduseas, diarreia, cefaleia, tonteiras, confusdo mental, difi-
culdade auditiva, sonoléncia e sudorese) e a sindrome de Reye (hepatite fulminan-
terara e grave em criangas, motivo pelo qual seu uso é evitado em criangas).

O AAS ndo deve ser usado em pacientes em tratamento com o anticoagulan-
te varfarina, uma vez que compete pelo sitio de ligacdo a proteinas plasmati-
cas, aumentando o efeito anticoagulante da varfarina e predispondo o paciente
a eventos hemorragicos graves. Outra contraindicacdo € na gota (inflamacdo
por hiperuricemia), ja que reduz a excrecdo de acido Urico.

9.5.2. Paracetamol (acetaminofeno)

Esta molécula apresenta atividade anti-inflamatoria apenas se administra-
da em altas doses. Todavia € um dos mais usados como analgésico ndo narcoti-
co e antitérmico. Sua a¢do antitérmica é exercida pela inibicdo da COX-3 nare-
gido hipotalamica, apresentando IC_; de 460 uM contraIC_; de mais de 1000 pM
para as demais COXs (1 e 2). E dado oralmente em doses que variam de 500 a
750 mg a cada 6 a8 horas. E importante ressaltar que ndo se deve ultrapassar a
dose maxima de 4g/dia (para pacientes com funcdo renal normal) devido a pos-
sibilidade de desenvolvimento de hepatotoxicidade grave, além de toxicidade
renal. O mecanismo deste efeito adverso é explicado pela auséncia de glutatio-
na suficiente para conjugar toda a quantidade de N-acetil-p-benzoxiquinonimi-
na (metabolito proveniente das reagGes de eliminacao). Este, uma vez livre, fica
apto arealizar uma série de reacdes nucleofilicas com constituintes celulares,
promovendo necrose do figado e dos tubulos renais. O tratamento inclui lava-
gem gastrica e reconstituicdo do pool de glutationa pelo uso de N-acetilcistel(-

na intravenosa ou metionina via oral.

O principal uso dos farmacos que atuam sobre as a¢8es dos leucotrienos € evitar ati-
vidade destes sobre o sistema respiratorio, incluindo broncoconstricdo, aumento da re-
atividade brénquica, geragdo de edema mucoso e hipersecre¢do mucosa.
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Os leucotrienos, produtos derivados da cascata do acido araquidénico pela agdo da
S-lipoxigenase e outras enzimas da via, exercem fungao de quimiotaxia para eosinofilos,
neutrofilos e macrofagos, sendo os principais responsaveis por broncoconstri¢ao e ou-
tros eventos de restri¢do da capacidade respiratdria e resposta anafildtica (principal-

mente cisteinil-leucotrienos).

Existem dois pontos de interferéncia farmacoldgica na acdo dos leucotrienos, que

serdo discutidos a seguir:

9.6.1. Inibicdo da 5-Lipoxigenase

A zileutina é um inibidor seletivo da 5-lipoxigenase, resultando na inibicdo
de todos os derivados metabolicos gerados a partir do leucotrieno A, (LTA4).
Apesar do mecanismo de a¢do abrangente, a zileutina é menos frequentemen-
te usada que os antagonistas de receptores de leucotrienos pela necessidade
de numero maior de administracdes diarias e pela sua toxicidade hepatica.

9.6.2. Antagonistas dos Receptores de Leucotrienos

O montelucaste e zafirlucaste sdo farmacos antagonistas seletivos para o
receptor cys-LT, que tem como ligante primario o LTD, (apesar de passivel de
ligagdo também dos leucotrienos C, e E,). LTD, apresenta poténcia 1000 vezes
maior que a histamina na promocdo de broncoconstri¢do. Assim, os farmacos
desta classe sdo capazes de bloquear os efeitos patoldgicos nas vias aéreas
promovido pelos cisteinil-leucotrienos.

A vantagem desta abordagem farmacoldgica sobre a inibigdo da 5-lipoxi-
genase é a auséncia relativa de efeitos adversos e de toxicidade. Os farmacos
desta classe incluem o montelucaste (aprovado para uso em criangas a partir
de 6 anos e administrado em 4mg (10mg para adultos) uma vez ao dia) e zafirlu-
caste (administrado em duas doses diarias de 20mg).

9.7.1. Manipulagdo Dietética na Inflamacao

O &cido araquiddnico (eicosatetraenoico) é metabolizado nas vias das ci-
clooxigenases e lipoxigenase gerando uma série de mediadores quimicos com
amplo espectro de a¢des em varios sistemas, incluindo o sistema imune. Es-
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tudos com manipulacdo da dieta e substituicdo da ingestdo de acidos graxos
poliinsaturados como, por exemplo, o acido eicosapentaenoico (encontrado
em animais marinhos) sdo também alvos pra as enzimas que atuam na cascata
do acido araquidénico, mas tendo como produto final prostaglandinas e leuco-
trienos de série diferente das obtidas pelo metabolismo do acido araquiddnico
(por exemplo, com acido pentaenoico, obtemos eicosanoides da série 3, como
PGE, PGl). A geragdo destes autacoides alternativos mostra grande potencial
de inibicdo de processos inflamatdrios tendo, em alguns estudos, demonstrada
eficacia comparavel ao uso de AINEs, motivo pelo qual em alguns protocolos a
substituicdo terapéutica da dieta é aconselhada, como na artrite reumatdide,

por exemplo.

9.7.2. Nedocromil sddico e Cromocalina

S3o derivados sintéticos de moléculas obtidas a partir de extratos vegetais
de Ammi visnaga que demonstraram capacidade de inibir broncoespasmo in-
duzido por antigeno e liberagdo de mediadores, como por exemplo, histamina
e autacoides de mastocitos sensibilizados. Estes farmacos sdo administrados
por via inalatoria e sdo aprovados no controle dos eventos desencadeantes do
processo asmatico.

O mecanismo de agdo, ainda ndo totalmente esclarecido, parece estar re-
lacionado com a alteracdo de canais de cloreto na membrana celular, minimi-
zando a capacidade de ativagdo celular por despolarizacao. Incluem-se inibicdo
da liberacdo de mediadores, reversdo do aumento de capacidade funcional de
leucécitos obtidos de pacientes asmaticos, minimizacgao de efeitos ativadores
de peptideos quimiotaticos e inibicdo do trafego leucocitario nas vias aéreas
de pacientes asmaticos.

9.7.3.Ouro

A utilizacdo terapéutica de ouro ja foi considerada para uma serie de patolo-
gias, sobretudo na artrite reumatadide, ndo sendo mais frequentemente usados
na atualidade.

O mecanismo de acdo, ainda ndo esclarecido, parece estar relacionado
com as alteragdes morfofisioldgicas dos macrofagos, neutralizagdo de fa-

tores de transcrigao (com consequente minimizagdo da sintese de citocinas,

I0C/Fiocruz - SERIE EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Cap.9

143



Vol.2

144

IMUNOFARMACOLOGIA

metaloproteases, moléculas de adesdo e sintese de imunoglobulinas), re-
ducdo da capacidade fagocitica de células polimorfonucleares, dentre ou-
tros. S3o apresentados em formulagGes para administragao intramuscular
(aurotiomalato e aurotioglicose) e oral (auranofina). Sua excre¢do ocorre pelas
vias urinarias (66%) e nas fezes (33%).

9.7.4.Uso de Anticorpos Monoclonais (mABs)

Uma nova classe de imunofarmacos apresentou grande avango nas ultimas
décadas. A capacidade de sintese de imunoglobulinas especificas possibilitou a
interferéncia diretaemuma série de moléculas envolvidas naimunomodulagdo
darespostainflamatoria em geral. Sdo utilizados nas mais variadas patologias,
seja como terapia pela propria agao do anticorpo, seja na utilizagdo da ligagao
especifica para direcionar outras moléculas para sitios especificos, possibili-
tando diagndsticos mais precisos e tratamentos que minimizam efeitos graves
sistémicos, sendo muito utilizados no cancer. Ao lado sdo relacionados os prin-
cipais mABs com descri¢do de seus principais usos clinicos.

Todas as possibilidades terapéuticas aqui descritas, de forma bastante
resumida e simplificada, mostram o desenvolvimento e producdo da indus-
tria farmacéutica apoiada na evolugdo da pesquisa basica e aplicada dos pro-
cessos inflamatdrios. Certamente, muitos outros mediadores, mecanismos
de agdo e farmacos ainda virdo, aumentando a compreensdo e a capacidade
de intervencdo clinica visando melhor controle dos efeitos deletérios da in-
flamacdo e minimizando os efeitos adversos decorrentes do uso de terapias

anti-inflamatorias.
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As interagOes entre antigeno-anticorpo perfazem a base de muitas técnicas de imu-
nodeteccdo, onde se utiliza a alta especificidade e a estabilidade da ligagdo entre eles
como ferramenta para pesquisa e diagnosticos, atraves da identificagdo, isolamento,
quantificacdo e classificacdo de diversos antigenos e anticorpos.

As caracteristicas mais importantes da reacdo antigeno-anticorpo sdo: (1) a especi-
ficidade, que é a capacidade do anticorpo de reagir somente contra seu imunégeno, dis-
tinguindo-o de outros antigenos; (2) a quantidade de anticorpo produzida, determinada
pela quantidade de células B envolvidas na resposta, taxa de sintese e persisténcia des-
ses anticorpos no plasma e fluido extracelular. Este ultimo esta relacionado com outra
caracteristica importante da reacdo que € (3) o tipo de isotipo envolvido. Cada isotipo
tem fungdo e meia-vida in vivo distinta; (4) a afinidade que é a forca de ligagdo entre um

sitio de combinacao de anticorpo e um determinante antigénico.

As técnicas de imunodeteccao podem utilizar anticorpos policlonais ou monoclonais,
que sdo obtidos, respectivamente, por imunizacdo de um animal e purificacdo de anticor-
pos de especificidades distintas, ou imunizagao e sele¢do de anticorpos idénticos com
uma unica especificidade atraves do uso de hibridomas.

Alguns ensaios podem medir a ligacdo direta entre antigeno e anticorpo, ou avaliar
fendmenos secundarios a essa interacdo resultantes da multivaléncia de anticorpos e
antigenos, como a precipitacdo (quando o antigeno é soldvel), a aglutinacdo (quando o

antigeno é particulado) ou a ativagdo do complemento.
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As reacg@es de precipitagdo (imunodifusdo dupla, imunodifusdo radial e imunoeletro-
forese) podem ser usadas em diagndstico de doengas como cisticercose, na dosagem e
caracterizacdo de proteinas séricas, dentre outros. J4 as rea¢des de aglutinagdo (hema-
glutinacdo direta e indireta, inibigdo da aglutinagdo e teste de Coombs) podem ser uti-
lizadas na tipagem sangiiinea, diagnostico de doengas como tripanossomose, teste de
gravidez pela detec¢do de hCG na urina, deteccdo de incompatibilidade de Rh que pode
levar ao desenvolvimento da eritroblastose fetal, dentre outros. As rea¢8es de ativagao
de complemento podem ser utilizadas, por exemplo, na tipagem de antigeno leucocitario
humano - HLA em situacdes de transplante, onde células do doador sdo incubadas com
soro do receptor. Apos adicionar moléculas do complemento observa-se a lise ou ndo

das células atraves de ensaios de viabilidade.

Nesta secdo serdo descritas técnicas de imunoensaio classicas de reacao antige-
no-anticorpo cujos sistemas de deteccao envolvem o uso de enzimas, fluorocromos
ou isotopos.

10.2.1. Conceito

A citometria de fluxo consiste em um método multiparamétrico de analise
fenotipicade células ou outras particulas bioldégicas em suspensao, previamen-
te marcadas com fluorocromos.

Diversas particulas podem estar sujeitas a analise por citometria de fluxo
como celula eucariotica, organelas citoplasmaticas, cromossomos, celulas
agregadas (ex: células tumorais), bactérias, fungos, protozoarios, complexos

imunes, dentre outros.

A técnica é baseada na passagem forcada de particulas, envoltas e centrali-
zadas em um fluxo continuo de liquido condutor (sheath fluid) por uma cémara
de células (flow cell), de forma que as mesmas permanegam enfileiradas, sendo
interceptadas por um laser, uma de cada vez. A interceptacdo pelo laser forne-
ceinformacdes acerca dessas particulas, baseada em dois tipos de fenémenos
fisicos. O primeiro consiste no espalhamento de luz (scatter) de acordo com
as caracteristicas morfoldgicas e estruturais da célula. Inicialmente, o desvio
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frontal (Foward Scatter - FS) da luz, através do fen6meno de difracdo e refra-
cdo, é detectado por um sensor de fotodiodo que proporciona a informagao
sobre o tamanho (volume) celular. Em seguida, um fotomultiplicador (PMT) for-
nece, atraves do desvio lateral (Side Scatter - SS) da luz, por um fen6meno de
dispersdo, ainformacado de granulosidade celular.

O segundo fendmeno explorado pela citometria é o da emissdo de fluo-
rescéncia quando um fluorocromo € excitado em um determinado compri-
mento de onda. Esta fluorescéncia emitida pelas particulas previamente
marcadas é captada também por PMTs, e tanto os sinais de luz dispersa
quanto fluorescentes, serdo convertidos em pulsos elétricos que serao
amplificados, digitalizados e enviados para o computador. A analise quan-
titativa e interpretacdo dos dados podem ser entdo realizadas atraveés de
softwares especificos.

A selecdo e captacdo dos sinais luminosos sdo feitas através do uso de fil-
tros opticos, que bloqueiam ou refletem determinados comprimentos de onda
incidentes, deixando passar somente o comprimento de onda desejado.

A maioria dos citdmetros de fluxo, aparelhos responsaveis pela leitura das
amostras, e equipado com lasers de luz estavel monocromatica e de alta potén-
cia. O laser mais utilizado € o de {on argdnio, por possuir uma poténcia de 488
nm, que é o comprimento de onda muito utilizado para a excita¢do de varios
fluorocromos usualmente empregados. Os citdmetros equipados com mais de
um laser, como os de UV ou Hélio-nednio (He-Ne), aumentam sua capacidade
de analise de multiplas possibilidades de caracteristicas celulares e/ou com-
ponentes celulares de um elevado nimero de células de forma individual (ana-
lise multiparamétrica).

Em geral, os parametros considerados basicos e que podem ser medidos
simultaneamente sdo: o tamanho celular (FSC), a granulosidade interna das cé-
lulas (SSC) e os parametros de fluorescéncia, onde todo citémetro possui no
minimo os canais de fluorescéncia verde (FL1), de fluorescéncia amarela (FL2),
de fluorescéncia laranja (FL3) e, na maioria também é encontrado o de fluores-
cénciavermelha (FL4).
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O esquema basico de um citdémetro de fluxo esta ilustrado na Fig. 10.1.

{desviolateral)

FL-2 |
Suspensao de
particulas

0000

{desvio frontal)

marcadas

—m Representacdo esquematica do principio da técnica de citometria de fluxo.

10.2.2. Preparo das amostras

Para analise mono ou multiparametrica, acerca da estrutura, funcdo e
viabilidade das células, € necessario que essas amostras estejam marca-
das com corantes fluorescentes, de espectros de excita¢do e de emissao
conhecidos. Esses fluorocromos podem estar acoplados a anticorpos
com especificidade conhecida para uma determinada molécula, inseri-
dos ndo covalentemente a determinadas estruturas, ou ainda podem ser
empregados para estimar propriedades do ambiente que se encontram
através da variacdo de seu espectro de excitacao ou emissdo em funcdo

das caracteristicas do meio.

Abaixo estdo exemplificados alguns fluorocromos que sdo utilizados
frequentemente na citometria, com seus respectivos espectros de exci-
tacdo e de emissdo (Tabela 1), ou ainda os tragadores fluorescentes que
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estudam a fisiologia de células vivas e sdo excitados especialmente a

488 nm (laser de argbnio) (Tabela 2).

Fluorocromo Comprimento de onda de | Comprimento de onda de
excitaciao (nm) emissao (nm)
FITC 495 519
Texas Red 589 615
PerCP 490 675
Rodanuna 540 625
PE 480.565 578
PE-CvS 480.565 670
Corantes de nicleo

Hoescht 33342 340 450
DAPI 350 470
Iodeto de Propideo (PI) 536 623
TOTO -1 514 533
7 — amunoactinonucina D 595 655

1ELEERER Comprimento de onda de excitacdo e emissdo dos fluorocromos que sdo usual-

mente empregados.

Propriedade biologica analisada Corante

Influxo de calcio apos estimulo (a intensidade da
fluorescéncia esta relacionada com a concentragdo de
calcio intracelular)

Indo-1, Fura-2, Fluo-3

Medida de pH mtracelular SNARF-1
Influxo de sodio Sodium green
Detecgdo de fosfolipase A apos estimulo Fosfolipideo sintético bis-
BODIPY
Potencial de membrana celular DiBaC'; (bis-oxonol)

IELCER PR Alguns tracadores fluorescentes para analise da fisiologia de células vivas.

As marcacdes das amostras onde se utilizam anticorpos podem ser

feitas de forma direta com o uso de apenas um anticorpo ja acoplado

a um fluorocromo, ou indireta. Nessa ultima, as amostras sdo primeira-

mente marcadas com um anticorpo primario ndo acoplado ao fluorocro-

mo, especifico para o antigeno, e em seguida adiciona-se um anticorpo

secundario marcado com fluorocromo, que sera responsavel pelo reco-

nhecimento da por¢ao Fc do anticorpo primério (Fig.10.2).
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A Direta B Indireta
~1 7
» Ac 27+ Fluorocromo v/, \ s
4 e - . = -~
Ac ' + Flunorocromo  — — - .
Ac I / A ™

m Tipos de marcagdo. (A) Marcacdo direta; (B) Marcagdo indireta. Ac 1°- anticorpo pri-
mario; Ac 2° - anticorpo secundario; Ag - antigeno.

A marcagao pode ainda ser simples, com o uso de apenas um fluorocromo, ou multi-
pla, onde as particulas sdo marcadas com dois ou mais tipos de fluorocromo para analise

de mais de uma caracteristica (Fig.10.3).

A | ¢ B‘ xl." C

T
-

m Tipos de marcacdo. (A) marcagdo simples; (B) marcagao dupla; (C) marcacdo malti-

pla.

As diferencas nos espectros de fluorocromos distintos € que permite o uso de dife-
rentes fluorocromos, de acordo com o que se quer observar, namesma aplicacao.

10.2.3. Analise dos dados

Apds a aquisicdo, a analise dos dados pode ser feita através do uso de softwares es-
pecificos. Os dados podem entdo ser expressos das seguintes formas:

a) Citogramas de pontos (dot plot) e contorno (countour plot), em duas ou trés
dimensdes, para a analise de dados bivariantes (histogramas biparamétricos),
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sejam eles de tamanho (FSC) x granularidade (SSC), para analise morfoldgica
da populagdo a ser estudada ou duas fluorescéncias para as combinacdes pos-
siveis das caracteristicas que se desejem analisar.

b) Histogramas simples de cada parametro - dados univariantes (histogramas
monoparamétricos);

AFig.10.4 mostra algumas representac¢des sobre esses tipos de analise:

B 1
@
T
w
=
B
3
=
=L
w
A
4
A O,
=
-
10¢ 10 10* ! =
PE - . .
Fluorescéncia laranja
C 8
"
"
[2] .:
g 1.
- ]
i L]
L]
4 L]
L]
D-lf/‘
10° 10' 10% 10° 10°
FITC

A B (A) Representacdo de um dot plot para anélise morfoldgica de células; (B) Repre-
sentagdo de um histograma biparamétrico, tendo como base a Fig. 10.4A; (C) repre-
sentagdo de um histograma monoparamétrico para analise de fluorescéncia.
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10.2.4. Aplicagoes

Os avancos na ciéncia e tecnologia tém contribuido muito para o uso da cito-
metria de fluxo em muitas areas como na hematologia, farmacologia, microbio-
logia, genetica, oncologia, e principalmente, naimunologia.

Uma lista extensa e crescente de caracteristicas fenotipicas podem ser me-
didas através da técnica de citometria de fluxo como o tamanho e complexida-
de morfologica das células, conteldo de DNA e RNA, receptores de superficie
celular, apoptose (quantificagdo, medidas de degradacdo do DNA e RNA, po-
tencial de membrana mitocondrial, atividade de caspase), viabilidade celular,
producdo intracelular de citocinas, dentre outros.

As aplicacOes sao diversas, podendo ser realizados experimentos de imuno-
fenotipagem e caracteriza¢do de subpopulag¢des celulares, andlise de graus de
maturacdo e ativagao celular, analise de quimiotaxia, degranulacao e catabolis-
mo em resposta a estimulos, medida de contetido de DNA para estudo de ploi-
dia, ciclo celular; caracterizagao de cromossomos e deteccdo de morte celular;
diagndstico de doengas como leucemias e linfomas, monitoragdo laboratorial
da infeccdo por HIV, testes de citotoxicidade analisando-se o efeito de drogas

sobre células, dentre outras aplicacdes.

10.2.5. Sorting

Além da analise multiparamétrica, alguns citémetros também sdo capazes
de separar (sorting) uma determinada populagdo celular ou outras particulas
biologicas de acordo com parametros pre-estabelecidos. Esta separacdo pode
ser baseada em propriedades morfoldgicas, bioquimicas ou funcionais dessas
particulas.

Atécnica de sorting baseia-se no uso da eletrostatica para carregar e defle-
tir uma gota contendo a particula a ser analisada apds sua passagem atraves
de um campo elétrico. Esta gota forma-se, no filete Unico que passa pela flow
cell, através de vibrac8es ultrassdnicas que ocasionam perturbacdes no fluxo,
de forma que uma tnica célula se encontre em seu interior. Através de critérios
pré-estabelecidos essas gotas receberdo ou ndo, cargas positivas ou negati-
vas, que serdo defletidas para a direita ou para a esquerda, caindo em tubos
coletores (Fig.10.5).
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Como essas células ndo sofrem nenhum dano durante o processo, elas po-
dem ser reutilizadas para cultura, ou até mesmo para clonagem, onde uma unica
particula é dispensada em um poco de uma placa de microtitulacdo (autoclone).
Comisso, essa técnica pode ser utilizada para diversos fins: producdo de anticor-
pos monoclonais atraves do clone de uma unica célula de hibridoma; sele¢ao de
células progenitoras na busca de células totipotentes; purificacdo de diferentes
linhagens de amostras de medula dssea; sorting de células transfectadas com
um marcador de expressdo, tipo proteina fluorescente verde (GFP); isolamento
multiparametrico de celulas de uma populagdo mista; dentre outras.

Amostira

Detector

fanas | Computadaor

Carga negativa mp —

Carga positiva s + (0
- Carga
Sern canga e Elétrica
Sem carga

m Representagdo esquematica do principio da técnica de cell sorting. As células fo-
ram marcadas com anticorpos especificos de interesse conjugados a fluorocromos
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verde e vermelho. As células apos passarem por um fluxo continuo sdo intercepta-
das por um laser e este é detectado por PMTs que levam a informacdo da fluores-
céncia para o computador e este emite entdo uma carga elétrica correspondente a
cada cor, positiva ou negativa. As gotas eletricamente carregadas sdo entdo defle-
tidas de acordo com sua carga, sendo dispensadas em tubos coletores especificos.
As gotas ndo carregadas eletricamente ou com particulas ndo marcadas passam
diretamente pelos defletores.

10.3. Imunofluorescéncia

A técnica de imunofluorescéncia possui muitas caracteristicas em comum
com a técnica de citometria de fluxo, excetuando-se principalmente o fato de
que a primeira pode ser usada para detectar estruturas, moléculas ou protei-
nas em uma célula fixada em um substrato (laminulas), assim como tipos es-
pecificos de célula em um tecido, entre outras possibilidades que ndo o uso de
células em suspensdo. Uma das grandes vantagens da imunofluorescéncia é
que esta permite detectar a localizacdo e distribuicdo relativamente precisa
do antigeno.

A imunofluorescéncia, assim como a citometria de fluxo, pode ser tanto di-
reta como indireta. A primeira é usada na detec¢do de antigenos em preparos
de amostras clinicas como urina, fezes, sangue ou mesmo em cortes de teci-
dos, como no caso de doencas dermatolégicas. A imunofluorescéncia direta
também ¢é utilizada na fenotipagem de células e tecidos, através da analise
de marcadores especificos. Ja a imunofluorescéncia indireta é empregada no
diagndstico sorologico de varias doencas infecciosas como a doenga de Cha-

gas, a SIDA/AIDS, as hepatites e complexos em doencas autoimunes.

A técnica de imunofluorescéncia, assim como a de citometria, também pode
ser baseadano uso de anticorpos marcados com fluorocromos, uso de moléculas
fluorescentes que por si proprias ja atuam como marcadores diretos ou sondas
para estruturas especificas, ou ainda pode haver o uso de proteinas de fusdo, na
qual a proteina de interesse € ligada geneticamente a uma proteina fluorescen-
te. A primeira proteina fluorescente a ser descrita foi a GFP, mas recentemente,
outras proteinas fluorescentes ja foram identificadas, tendo como exemplos a
proteina fluorescente amarela (abreviatura do inglés: YFP), a vermelha (RFP),
entre outras. A observagdo das amostras marcadas é feita através do uso de um

microscopio de fluorescéncia, que pode ser tanto de luz transmitida (microscé-
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pio de transiluminacdo) quanto de luz refletida (microscdpio de epiluminagdo),
equipado com a fonte de luz necessaria para a excitacdo do fluorocromo (nor-
malmente [dmpadas de tungsténio e arco de mercurio), e um sistema de filtros
e espelhos dicroicos que permitirdo a efetiva separacdo dos comprimentos de
onda de excita¢do e emissdo desse fluorocromo (Fig. 10.6).
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Tlpos de microscdpios de fluorescéncia. Em (a) Microscépio de transiluminagdo

(luz transmitida). (b) Microscopio de epiluminacdo (luz refletida). A - fonte de luz
(ldmpadas ou laser UV); B - filtro de excitagdo; C - Espelho dicroico; D - condensa-
dores e objetiva; E - Amostra; F - Filtro de barreira (de emiss&o); G - Ocular.

O desenvolvimento do microscopio confocal permitiu a obtencdo de
imagens com uma melhor resolucdo ja que este é capaz de eliminar a luz
forade foco e claridade proveniente de amostras cuja espessura excede
o plano imediato do foco. Com isso a microscopia confocal oferece van-
tagens em relagdo a microscopia de fluorescéncia convencional: possui
a capacidade de controlar a profundidade do campo, com eliminacdo ou
reducdo das informacdes fora do plano focal; e permite a coleta de sec-
¢Oes dticas seriadas de amostras espessas, podendo obter uma recons-
trucdo tridimensional das mesmas.
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10.4. Ensaio Imunoadsorvente Ligado a Enzima (ELISA)

10.4.1. Conceito

O ELISA é um ensaio imunoenzimatico que visa a analise qualitati-
va ou quantitativa da ligagcdo antigeno-anticorpo. Dependendo do seu
uso, pode detectar ant{genos (hormdnios, citocinas, enzimas, antigenos
microbianos, drogas ilicitas) ou anticorpos (anti-HIV, por exemplo) em
fluidos corporais ou sobrenadantes de culturas. E um método simples,
especifico, altamente reproduzivel e que é baseado no uso de anticorpos
acoplados a enzimas que serdao responsaveis pela conversao colorime-
trica do substrato enzimatico incolor em um produto colorido que sera
lido por um espectrofotdmetro. As enzimas marcadoras mais utilizadas
sdo a catalase, a glucose-oxidase, a-galactosidase, afosfatase alcalina e
aperoxidase. Areacdo de ELISA ocorre em placas de 96 pocos cobertas
com antigeno purificado (se for para detecg¢do ou quantificacdo de anti-
corpo) ou anticorpo purificado (se for para deteccdo ou quantificacdo de
antigeno).

Ha dois tipos principais de ELISA: o indireto e o direto (ou de captura,
ou sanduiche).

a) ELISA indireto

E 0o método mais simples usado para a detec¢io de um anticorpo es-
pecifico em um anti-soro desconhecido. Como mostrado na Fig.10.7, as
placas sdo cobertas com antigeno purificado ( que se ligam ndo-covalen-
temente) seguido de lavagem para retirada dos antigenos em excesso. A
realizacao da etapa de bloqueio com proteinas inertes para impedir que
ocorram liga¢Oes inespecificas na placa é essencial. O anti-soro a ser
testado é entdo adicionado sendo feita uma nova lavagem para retirada
do excesso. Em seguida, ha a adi¢do de anticorpos anti-imunoglobulinas,
que se ligarao ao anticorpo especifico para o antigeno. Nova lavagem é
realizada, com posterior adicdo do substrato. Esse, pela acdo da enzima
acoplada ao anticorpo secundario, sera convertido em um produto colo-
rido, cuja absorbancia sera lida em um espectrofotometro.
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ELISAindireto. (A) placa coberta com antigenos e bloqueada; (B) adi¢do da amostra
a ser testada; (C) adicdo de anticorpo acoplado a enzima; (D) adi¢do do substrato

(S) e mensuracdo da cor.

b) ELISA direto (captura ou sanduiche)

Esse método é muito similar ao do ELISA indireto, porém a placa é
coberta com um anticorpo especifico para captura de determinado anti-
geno. Apos a adicdo do mesmo, outro anticorpo acoplado a uma enzima
é entdo adicionado. Este se ligara aum determinante antigénico distinto
do primeiro anticorpo. A absorbancia produzida esta em funcdo da con-
centracdo do antigeno naamostra teste. A especificidade do método de-
pendera das especificidades dos anticorpos utilizados para cobrirem a
placa e detectarem o antigeno e a sensibilidade do teste dependera das
afinidades e quantidades do primeiro anticorpo preso a placa. A Fig.10.8
representa um esquema desse tipo de ELISA.

A C D

. aﬂ . | &8
cow | Res| 94| lpbs

ELISA direto. (A) placa coberta com anticorpos especificos e bloqueada; (B) adigao
da amostra a ser testada; (C) adicdo de anticorpo acoplado a enzima; (D) adigdo do

{i'ﬂ\f\_

substrato (S) e mensuracdo da cor.

10.4.2. Analise dos dados

A leitura no espectrofotémetro fornece os dados em fungdo da absorba-
ncia das amostras, que é convertida em concentragao atraves da comparagao
com uma curva padrdo, estabelecida a partir de amostras cujas concentragoes
sdo conhecidas (Fig.10.9).
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O Western blotting é um método utilizado para detecgdo de proteinas em um lisado
celular ou em um extrato de tecido biologico.

A técnica consiste de uma etapa inicial onde as proteinas do lisado sdo submetidas aum
tratamento com dodecil sulfato de sodio (SDS), um detergente aniénico que rompe ligagdes
nao-covalentes penetrando na proteina e abrindo-a, conferindo a mesma carga negativa. Em
seguida, essas proteinas sdo submetidas a uma eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
-PAGE) e, uma vez que essas proteinas possuem a mesma carga, sua separagao ocorre em
funcdo do seu peso molecular. Assim, quanto menor a molécula, maior a distancia percorrida,
ja que estas terdo maior facilidade de passar por entre os poros formados no gel.

Apos a eletroforese, as proteinas sdo transferidas para uma membrana de nitrocelulose,
onde serdo identificadas através do uso de anticorpos especificos, que irdo se ligar as ban-
das correspondentes a cada antigeno. Em seguida, € usado um anticorpo secundario mar-
cado com radioisétopos ou com enzimas. A revelagdo entdo é feita através da focalizagao
de umareacdo colorimétrica ocasionada pela enzima, ou atraves da exposicdo da membrana

de nitrocelulose aum filme fotografico, que revelara o anticorpo marcado com radioisédtopo.
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A Fig.10.10 apresenta um desenho esquematico da teécnica de Western blotting, ten-
do como exemplo a deteccdo de proteinas do nucleo de um extrato celular.

- E
— e _— _"::."‘--.
= | ™ | = ‘:-'-"_hh,,
— — =
—R = =
_- — _- — :"'""-.,_ﬁ
=
-....,__‘G
== g ;
S —— ""‘::H
o =
= = |=x ™
S St
—
i __.."__._‘::'--...__

H-B R[0S Representacdo esquematica do principio da técnica de Western blotting. (A) Uma
célula representativa de uma amostra de cultura celular com as respectivas pro-

teinas da membrana celular (A ), do citoplasma( ), da membrana nuclear ( )e
do nucleo (mm); (B) Extrato celular; (C) Separagdo pPotéica por eletroforese errgel
de poliacril amida; (D) Transferéncia das proteinas para uma membrana de nitro-
celulose; (E) Marcagdo com anticorpo especifico para uma proteina do ntcleo; (F)
Marcagdo com anticorpo secundario acoplado a uma enzima ou radioisdtopo (E/R);
(G) Revelagdo da proteina de interesse.

E indicado que o experimento seja realizado também para uma proteina estrutural,
como actina ou tubulina, que ndo devem ser moduladas entre as amostras. Dessa forma,
é possivel a normalizagdo dos dados em sua fungdo.

O western blotting tem diversas aplicacdes em diagnostico clinico e pesquisa basica,
exemplificando-se a confirmacdo do diagndstico de HIV através da detecgdo do anti-
corpo anti-HIV em amostra de soro humano e fenotipagem celular e tecidual, através da
identificagdo de varios marcadores.
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