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Il. Lista de Abreviaturas e Siglas

APCs — células apresentadoras de antigénio (do inglés, antigen presentig cells).

DC - célula dendritica (do inglés, dendritic cell).

ICOS - co-estimulador de indugéo de células T (do inglés, Inducible T-cell co-stimulator)
IgE — imunoglobulina E.

ILC — células linfoides inatas (do inglés, innate lymphoide cells).

ILC-2 — células linfoides inatas do tipo 2 (do inglés, innate lymphoide cells type 2).

LBA — lavado broncoalveolar.

LTDs - leucotrienos D4.

MDSCs — células supressoras mieloide-derivadas (do inglés, myeloid-derived supressor
cells).

MHC-II — complexo major de histocompatibilidade 2 (do ingés, major histocompatibility
complex 2).

PD-1 — proteina de morte celular programada 1 (do inglés, programmed cell death
protein-1).

PGD: - Protaglandina D2.

PMN-MDSCs - células supressoras mieloide-derivadas polimorfonucleares (do ingés,
polymorphonuclear myeloid-derived supressor cells).

T-2 — Tipo 2.

TSLP — linfopoietina estromal do timo (do inglés, Thymic stromal lymphopoietin).






lll. Resumo/Abstract

1. Resumo

A asma é uma patologia com um impacto relevante na saude publica. Apresenta
uma prevaléncia e incidéncia crescentes, em todas as sociedades desenvolvidas.
Apesar de estar presente em todas as faixas etarias, tende a incidir mais sob os grupos
pediatricos e adultos jovens. Trata-se de uma doenga muito heterogénea, sustentada
por inUmeros mecanismos patogénicos e, por conseguinte, com multiplos fendtipos e
endotipos. Durante a ultima década, a identificagdo de um grupo celular pertencente ao
sistema imunitario — as células linfoides inatas (innate lymphoid cells — ILCs) mostrou-
se preponderante para uma melhor explicagdo e compreensdo de inuUmeros perfis
inflamatorios em doengas crénicas, alérgicas e oncologicas. As ILCs sao residentes em
estruturas imediatamente abaixo de algumas das barreiras epiteliais, nomeadamente
da mucosa das vias aéreas, do trato gastrointestinal e da pele, entre outras. Todas as
ILCs apresentam uma morfologia semelhante a das células linfocitarias, ndo sendo,
porém, identificaveis quaisquer marcadores de linhagem celular a sua superficie.
Subdividem-se em, pelo menos, 3 grandes subgrupos: as ILC-1, as ILC-2 e as ILC-3.
Na asma e mais precisamente no doente com asma eosinofilica, a contribuigdo das ILC-
2 tem sido um objeto constante de estudo na atualidade. De facto, algumas alarminas
(IL-25, IL-33 e TSLP) libertadas na sequéncia de uma agresséo a célula epitelial sao
potentes ativadoras das ILC-2, que por sua vez se caraterizam por um perfil de citocinas
muito semelhante ao das células Th2, células estas sobre-expostas na mucosa de
muitos asmaticos. Uma vez que elas sdo consideradas absolutamente criticas na
interface entre 0 meio ambiente e a mucosa brénquica, o conhecimento das ILCs surge-
nos como fundamental para um melhor esclarecimento do mecanismo patogénico
eletivo subjacente a cada fendtipo, endétipo e grau de gravidade. Neste contexto, a
melhor caraterizagdo destas células podera direcionar-nos ao encontro de novos alvos
terapéuticos, permitindo desta forma uma otimizagao do controlo inflamatério e clinico
da asma. Com este trabalho pretende-se uma revisdo atualizada da biologia celular
envolvida, dos fatores criticos de ativagao e da articulagdo e modulagao entre as células
residentes da mucosa e outras células efetoras da inflamagao, nomeadamente as

células dendriticas, diferentes populagdes linfocitarias e as células eosinofilicas.

Palavras-chave: ASMA, EOSINOFILO, ILC-2, REMODELLING, TH2.



2. Abstract

Asthma is a condition with a relevant impact on public health. It's incidence and
prevalence are increasing, in all developed societies. Despite being present in all age
groups, it tends to focus more on pediatric groups and young adults. It is a very
heterogeneous disease, sustained by numerous pathogenic mechanisms and, therefore,
with multiple phenotypes and endotypes. During the last decade, the identification of a
cell group belonging to the immune system - the innate lymphoid cells (ILCs) has proved
to be preponderant for a better explanation and understanding of innumerable
inflammatory profiles in chronic, allergic and oncological diseases. ILCs reside in
structures immediately below some of the epithelial barriers, namely the mucosa of the
airways, gastrointestinal tract and skin, among others. All ILCs have a similar
morphology to lymphocyte cells, but no markers of cell lineage on their surface are
identifiable. They are subdivided into at least 3 large subgroups: ILC-1, ILC-2 and ILC-
3. In asthma and more precisely in the patient with eosinophilic asthma, ILC-2
contribution has been a constant object of study nowadays. In fact, some alarmins (IL-
25, IL-33 and TSLP) released following an attack on the epithelial cell are potent
activators of ILC-2, which in turn are characterized by a cytokine profile very similar to
Th2 cells, the last ones overexposed in the mucosa of the asthmatic patient. Since they
are considered absolutely critical at the interface between the environment and the
bronchial mucosa, the knowledge of ILCs appears to us to be fundamental for a better
clarification of the elective pathogenic mechanism underlying each phenotype, endotype
and degree of severity. In this context, a better characterization of these cells can lead
us to find new therapeutic targets, thus allowing an optimization of the inflammatory and
clinical control of asthma. With this work, we intended to do an updated review of the cell
biology involved, of the mandatory activation factors and of the articulation and
modulation between cells residing in the mucosa and other effector cells of the
inflammation, namely the dendritic cells, different lymphocytic cells and as eosinophilic

cells.

Keywords: ASTHMA, EOSINOPHIL, ILC-2, REMODELLING, TH2.



IV. Introducao

A asma é uma doenga major 2 cuja prevaléncia tem vindo a aumentar ao longo
das ultimas décadas. * Trata-se de uma patologia extremamente complexa, que afeta
as vias respiratorias, com picos de incidéncia na infancia e em idades jovens, ¢ sendo
mesmo uma das doencas mais comuns entre as criangas. 2 Carateriza-se clinicamente
pela presenca de sinais e sintomas respiratorios como dispneia, tosse, sibilancia e
aperto no peito, em doentes com histdria e perfil evolutivo compativeis, e nos quais
podem objetivar-se limitagdes variaveis do fluxo na via aérea. * Sdo inUmeros os
mecanismos fisiopatolégicos que a sustentam, razédo pela qual estes quadros clinicos
se exibem de forma tdo heterogénea. ® Sabe-se que a asma, e principalmente as suas
formas de manifestagdo mais graves, tem-se mostrado um importante problema de
saude publica, com o qual continuamos a debater-nos na atualidade. ° Isto porque os
individuos portadores das formas mais graves da doenga asmatica encontram-se nao
s6 em risco de desenvolver alteracdes estruturais bronquicas permanentes, como
apresentam também maior vulnerabilidade para experienciar eventos agudos mais
frequentes e com manifesto compromisso na sua qualidade de vida. ®

Considerou-se, durante muitos anos, que as manifestagdes clinicas desta
doencga traduziam uma resposta predominantemente adaptativa do sistema imunitario,
facto que se sabe hoje ndo ser totalmente verdade. ° Ao longo da ultima década, o
conhecimento cada vez mais completo e consistente relativo a uma linhagem celular
recentemente identificada, a das ILCs, culminou na atualizacado e reformulagao desses
conceitos, de forma que se passou a considerar que, na verdade, também o sistema
imunitario inato tem um papel fundamental na cascata inflamatéria subjacente a
polarizagdo T-2 da resposta imunitaria, que esta na base da maior parte dos casos de
doenga asmatica. As ILCs sao células do sistema imunitario inato que ndo expressam
marcadores de linhagem especificos para células T ou B. 7 Elas tém a capacidade de
atuar mediante a presenca de sinais de stress como a libertacdo de citocinas,
quimiocinas, neuropéptidos e mediadores lipidicos, que sao secretados pelo estroma
das mucosas ou por outras células da linhagem mieloide. 8 Uma vez ativadas, produzem
perfis citocinicos sobreponiveis aos das células Th1, Th2 e Th17. °

Durante a ultima década, as ILC-2 emergiram como novos intervenientes na
homeostasia dos tecidos '° e nos processos fisiopatolégicos de algumas doencgas com
perfil inflamatério T-2 como: a asma, a rinite alérgica, a dermatite atopica ou até mesmo

a esofagite eosinofilica, entre outras. '



Os recentes avangos no conhecimento da inflamagdo T-2 ocorreram em paralelo
com a clarificagdo da intervengao das ILCs em iniUmeros processos clinicos. De facto,
estas células, oficialmente descritas em humanos no ano de 2010 ', tém demonstrado
um relevante contributo em patologias inflamatdrias, nas quais os disturbios ou
disfuncdes das barreiras mucosas epiteliais sdo parte interessada nos mecanismos
patogénicos. Na asma, o epitélio brénquico ndo so6 constitui uma interface com o meio
externo, alvo de contacto com alergénios, antigénios microbianos ou poluentes, mas
também é um interveniente ativo no processo patogénico e condicionante do infiltrado
celular subjacente. Assim, abordar-se-ao estas interagbes fisiopatolégicas
recentemente identificadas e mais bem conhecidas, incidindo na exploragdo da asma e
as suas principais variantes, das células linfoides inatas e em particular as do tipo 2, da
forma como as mesmas interagem com a mucosa da via aérea e consequentemente da
sua relagdo com a inflamagéao e alteragao brénquicas presente nesta patologia. A par
disto, esta revisdo pretende vincar ainda a relagdo existente entre as ILC-2 e os
principais fendtipos da asma, bem como promover um melhor esclarecimento e
atualizacdo de evidéncia acerca do contributo que estas células possam ter para a
gravidade da doenca e na propria resposta ao tratamento. Isto porque se considera que
apenas uma constante consolidagao de conhecimentos na area, com a analise de dados
com relevancia cientifico-clinica inquestionavel, podera contribuir para um maior
sucesso terapéutico. Estes pressupostos séo, portanto, fundamentais para garantir uma
otimizagdo de todo o plano de tratamento, incrementando a qualidade de vida do
asmatico e simultaneamente propiciando ganhos de eficiéncia em saude publica, face

aos dados epidemioldgicos atuais e ao inevitavel que se perspetiva nos proximos anos.
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V. Materiais e Métodos

Na pesquisa da literatura foram utilizadas as bases de dados Pubmed e
WorldWideScience. Para a obtencéo de resultados de pesquisa foram introduzidos os
seguintes termos: asthma phenotypes; severe asthma; asthma and innate lymphoid
cells 2 ; innate lymphoid cells and asthma severity; innate lymphoid cells and ICOS-
ligand; asthma physiopathology, IL-13 and asthma, IL-5 and asthma, IL-4 and asthma,
airway remodeling and eosinophilic asthma.

Da pesquisa bibliografica foram excluidos artigos com data de publicagéo
anterior a 2015, uma vez que, sendo as ILC células de descricdo formal relativamente
recente, a escolha de material publicado numa data mais proxima a da sua identificacéo
aumentaria o risco de desatualizacdo. No entanto, pela sua absoluta importancia foram
excecionalmente incluidas publicagbes anteriores a esse ano. Além disso, artigos
publicados em lingua nao inglesa ou nédo portuguesa foram também excluidos pelo nao
dominio linguistico.

Ao todo foram analisados 77 artigos, dos quais 4 foram desde logo excluidos por
nao conterem informacgao relevante para a finalidade deste artigo de revisao.

A par da leitura dos artigos encontrados nas plataformas anteriormente
mencionadas, foram também analisados e utilizados outros materiais cientificos, no
formato de livros e plataformas cientificas disponiveis na web, com indiscutivel
credibilidade.
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VI. Células Linfoides Inatas

1. Aspetos Gerais

Formalmente descritas em 2010, por Moro et al., '?> as ILCs constituem uma
superfamilia celular do sistema imunitario, com importancia na regulagao de multiplas
facetas da imunologia cada vez mais intrigante. A sua intervengdo na defesa do
hospedeiro, na promocdo da homeostasia metabdlica, na reparacio tecidular e em
diversos perfis inflamatérios, ' tem sido constantemente mencionada por inimeros
estudos, em modelos animais ° e em humanos . Estas células assemelham-se as
células linfocitarias, todavia, ao contrario dos linfécitos, ndo sintetizam nem exibem
marcadores de superficie especificos para esta linhagem, sejam os mesmos
marcadores de células T (CD3, CD4 e aB/yd TCR) ou marcadores de células B (CD19,
CD20). ® Ao analisa-las sob o ponto de vista do seu desenvolvimento, verificamos que
todas as ILCs derivam de uma célula progenitora linfocitaria comum, que a par de ser
precursora das ILCs, é também precursora dos linfécitos. '* Além desta, que é a célula
precursora primordial, temos também identificadas pelo menos duas outras células
precursoras de ILCs, com capacidade para originar qualquer uma das suas
subpopulacgdes, sendo elas a célula pluripotente progenitora linfoide a4B7* (aLP) e a
progenitora de ILC TCF1* (EILP). * Existem ainda outros intermediarios celulares,
igualmente precoces do ponto de vista do desenvolvimento, mas que ndo mantém,
contudo, a capacidade de se diferenciar em todos os subtipos de ILCs, sendo exemplos
as que expressam promyelocytic leukaemia zinc finger (PLZF) e as common helper
innate lymphoid progenitor (CHILP). A progressiva diferenciacao destas células é um
processo complexo e que conta com a intervengédo de moléculas como o /d2 (que atua
por supressao do fator de transcricdo bHLH), o NFIL3 e Tox. '®

As ILCs podem ser encontradas num numero relativamente vasto de tecidos
linfoides e nao linfoides, mas predominam junto as principais barreiras mucosas. '’
Assim como as células linfocitarias T e B, iniciam o seu desenvolvimento no figado fetal
e na medula 6ssea. '® Neste grande grupo celular incluem-se as células NK, as lymphoid
tissue inducer cells (LTi) e as células produtoras de citocinas helper-like ILCs.

As helper-like ILCs, de agora em diante mencionadas apenas como ILCs por
constituirem o grupo de maior relevancia imunolégica, subdividem-se em 3 subgrupos,
numa ramificagdo que tem por base os fatores de transcrigdo mais ativos e,
consequentemente, o perfil de citocinas produzidas: ILC-1, ILC-2 e ILC-3. "® As ILC-1

estdo presentes em tecidos como as glandulas salivares, o figado, o intestino e o
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sistema reprodutor feminino. Elas expressam T-bet e produzem IFN-y e TNF a. Este
subgrupo celular partilha algumas carateristicas em comum com o das células NK,
sendo que o fator de transcricdo Eomes, apenas presente nestas Ultimas, é essencial
para o seu normal desenvolvimento, e acaba por ser uma diferenga importante entre
ambas. '°

As ILC-3 sdo células maioritariamente encontradas ao longo do trato
gastrointestinal. Nos humanos, podem subdividir-se consoante a expressao de NKp44.
Elas expressam constitutivamente RORyT ?° e o recetor do &cido retindico '°, e
caraterizam-se pela secrecdo de citocinas como as IL-22 e IL-17 %, um perfil
sobreponivel ao das células Th17. '?

Por sua vez, as ILC-2, inicialmente identificadas como as principais células
inatas envolvidas na resposta do hospedeiro a infegdo por microrganismos helmintos,
expressam o fator de transcricdo GATA-3 e produzem, predominantemente, citocinas
como as IL-4, IL-5 e IL-13, sendo desta forma responsaveis por induzir respostas
imunitarias tipo 2 relativamente potentes. '®% Elas tém ainda a capacidade de modular
o fendtipo e a funcéo das células Th2. 12

Apesar de apresentarem uma constituicao e fungao basais, quase todas as ILCs
ja mostraram sinais de alguma plasticidade celular e heterogeneidade “tecido-

dependente”. %!

2. Células linfoides inatas do tipo 2

As ILC-2, muitas vezes referidas como as células sentinela da resposta primaria

a infecdo por parasitas do grupo dos helmintos, '

sao a subpopulacido de células
linfoides inatas mais estudada em humanos. ?? Elas orquestram interacées moleculares
inatas que precedem outras mais complexas e especificas de antigénio, mediadas por

células da imunidade adaptativa. %

A evidéncia cientifica tem mostrado que,
principalmente a partir da 2.2 semana de vida, o predominio intrauterino de ILC-3 no
tecido linfoide do timo parece dar lugar a uma marcada presenga das ILC-2, assumindo-
se inclusive que estas possam tornar-se o subtipo celular de ILCs mais importante
durante a vida adulta. 2 As ILC-2 estdo presentes em maiores quantidades nos

pulmdes, na pele, no intestino delgado e no tecido adiposo, %°

em oposicao a outras
localizagdes como o timo, bago e sangue periférico, onde sdo extremamente raras. %°
Fenotipicamente, sdo células linhagem-negativas, CD127* e CRTH-2*, que nado

apresentam recetores antigénicos. No entanto, expressam multiplas moléculas co-
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estimuladoras, cruciais para o controlo e interface com a imunidade adaptativa, como
sao exemplos: ICOS, ICOS-L, death receptor 3 (DR3), tumor necrosis factor receptor 2
(TNFR2) e glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor (GITR). ?* Além destes,
sabe-se que as moléculas de PD-1, primariamente expressas em células T, se
apresentam sobre-expressas em algumasILC-2 pulmonares. "

Numa investigacdo em 2001 comprovou-se que a administragao de IL-25, uma
interleucina estruturalmente relacionada com a IL-17, em modelos animais, parecia
induzir uma expressao de IL-4, IL-5, IL-13, uma secregéao de IgE, IgA, 1gG1, e também
uma eosinofilia, mesmo na presenga de défices genéticos conhecidos de células Th2.
% Concluiu-se assim que o que se observava, ainda huma época “pré-ILCs”, era uma
producdo de respostas imunitarias “Th2” muito evidentes, mas de uma forma
independente de linfocito. '® Mais tarde, em 2010, ap6s a sua descoberta, estabeleceu-
se que esta producéo citocinica sem participacdo ou contributo das células Th2 seria
resultado desta populacao de ILC-2, que tém, elas proprias, a capacidade de produzir
consideraveis quantidades de citocinas tipo 2 (IL-5, IL-13 e, com menor expresséo, IL-
4), ?® em resposta a prévia interagédo com estimulos facilitadores de resposta, como s&o
a libertacdo das IL-25 e IL-33. ?* Alguns estudos concluiram mesmo que as ILC-2
fossem a unica fonte de IL-13 no pulméo de individuos saudaveis, com uma producao
independente das célulasBe T. %

As citocinas produzidas e libertadas pelas ILC-2 tém a capacidade de ativar
células mieloides como os eosindfilos e as células dendriticas através de: cadeia 3
comum, cadeia IL-5Ra, cadeia IL-9Ra, IL-13R1, IL-13R2, cadeia y comum e cadeia a
CM-CSFR. Sendo que qualquer uma destas células (e ainda os mastdcitos, os basofilos
e os macrofagos) expressam estes recetores, tornando-se assim potenciais alvos para
estes mediadores quimicos libertados pelas ILC-2. 8 Além de atuarem em outras
células, de forma paracrina, uma pequena quantidade do pool citocinico libertado pelas
ILC-2, onde se inclui também a IL-9, determina de forma autécrina uma autoativagao,
contribuindo para sustentar e potenciar a sua propria producdo e libertacdo, num
mecanismo de feedback positivo. 2

As ILC-2 tém a capacidade de direta e indiretamente promover quer o
recrutamento, quer a sobrevivéncia dos eosindfilos. % Além disso, sabe-se que,
curiosamente, através da atuacgao sinérgica das citocinas 4 e 13 ou 4 e IFN vy, é possivel
modular o fendétipo exibido pelos eosindfilos, o que sugere uma plasticidade eosinofilica
ILC-2-dependente. %

Além das interagdes ja mencionadas, sabe-se que as ILC-2 sdo também
reguladas por mecanismos neuro-imunes e neuro-endocrinos. Reconhece-se a

importancia de substancias como o ligando NMU, que interage com o seu recetor
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NMURT1, sobre-expresso nas ILC-2, e promove uma resposta inflamatéria tipo 2 nos
tecidos. Também as catecolaminas participam na modulagdo das ILC-2, através da
interacdo com o0s seus recetores beta 2 adrenérgicos e inclusive o calcitonin gene-
related peptide (CGRP), produzido e secretado localmente pelas pulmonar
neuroendocrine cells (PNECs) parece modular a atividade das ILC-2. ?°

A ICOS é uma proteina da superfamilia CD28. * Juntamente com o seu ligando,
ICOS-L, funciona como um coreceptor ativador. ' Estdo altamente expressos em
células T ativadas e células T reguladoras, e parecem estar envolvidos na fungéo e
sobrevivéncia das mesmas. * A interagdo entre a ICOS e o ICOS-L ja tinha
demonstrado poder contribuir também para a regulacao da hiper-reactividade brénquica
(AHR), a produgdo de IgE e a diferenciacdo de células B, em modelos animais. '°
Estudos efetuados mais recentemente permitiram identificar que tanto as ILC-2 murinas
quanto as ILC-2 humanas vém a apresentar uma sobre-expressdo de ICOS e do seu
ligando, * que tém a capacidade de interagir entre si, através de ligagdes trans elou cis,
3" modulando a sua propria atividade. Com a utilizagdo de modelos animais com ratos
portadores de um défice genético desta proteina, concluiu-se que para além da redugao
da AHR e da inflamagao dependentes de IL-33, também as contagens de ILC-2 se
mostravam consistentemente inferiores. Estes resultados contribuiram para sustentar e
corroborar a hipotese de que a ICOS seria necessaria para a inducao de AHR, para a
inflamacgéo da via aérea e para a propria sobrevivéncia das ILC-2. *°

A PD-1 (CD-279) é uma proteina que pertence a familia CD28. 3> Tem a
capacidade de, logo apds a sua interagdo com um dos seus ligandos (PD-L1 ou PD-L2),
reproduzir uma resposta de sinalizagao intracelular que culmina numa inibicdo e
exaustao dos linfécitos T. Resultados ex-vivo em ratos mostraram existir uma forte
correlagao entre os niveis de expressao de PD-1 e a ativagao e funcionamento das ILC-
2. % Desta forma, é sabido que tanto PD-1 quanto os seus ligandos influenciam a
biologia destas células, sendo expressas quer pelas suas formas maturas, quer pelos
seus percursores e suprimindo o seu funcionamento via inibigdo da fosforilagédo de
STAT-5. Estudos mais recentes revelaram existir uma comunicacao entre as ILC-2 € as
células Th2 na dependéncia da interagéo entre o PD-L1 expresso pelas ILC-2 e o PD-1
exibido pelas células T helper. Além disto, sabe-se também que a indugao da expressao
de PD-1 ou PD-L1 nas ILC-2 por parte de outras células locais, potencia a resposta
inflamatéria e a sua polarizacdo no sentido T2. 2

Com base em estudos recentes, as ILC-2 permitiram corroborar o facto da
memoria imunoldgica ndo ser uma propriedade exclusiva das células do sistema
imunitario adaptativo. ?° Demonstrou-se que algumas ILC-2 tém a capacidade de

persistir para além do periodo inicial de inflamagao induzida por alergénios 7, possuindo
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aptiddes de memoéria baseada numa ativagao prévia. Vém desta forma a possibilitar
respostas biologicas mais fortes perante um estimulo e um gradiente idénticos, em
estadios subsequentes. ?° Um dos estudos envolvidos nesta andlise demonstrou que
tanto as ILC-2 induzidas apds injegao intranasal de alergénio, como a propria IL-33,
respondem de forma mais rapida e vigorosa ao referido estimulo do que as suas
homénimas naive. ** Sabe-se que, a semelhancga das células T e B, também as ILC-2
adquirem capacidades memoria-like através de alteragdes nos niveis de expressao de
uma série de genes especificos. ** Genes como os que codificam proteinas da familia
Bcl2 (antiapoptoticos — Bel2a1b e Bcel2a1d), gene da IL-2 (envolvida na expanséao e
sobrevivéncia de células T helper e geracao de células T citotoxicas de memdria) e gene
que codifica a proteina homénima TNFSF18 (citocina expressa pelas células endoteliais
que também promove a sobrevivéncia das células T) sdo alguns dos que aparentam
estar sobre-expressos nas ILC-2 de memodria, quando comparadas com 0s seus

equivalentes naive. %°

16



VIl. Asma
1. Aspetos Gerais

A asma é uma doenga inflamatoria e cronica das vias aéreas que cursa com
sintomatologia respiratoria, limitagdo da atividade fisica e periodos de agudizagdo que
podem requerer tratamento hospitalar urgente. * Trata-se de uma patologia claramente
consumidora de recursos economicos diretos e indiretos, com 6bvias implicagdes na
qualidade de vida dos doentes. A sua prevaléncia tem vindo a aumentar
consideravelmente ao longo das ultimas trés décadas, com os seus numeros a
duplicarem a cada 10 anos. 3

Em individuos suscetiveis, esta inflamagdo pode cursar com episodios
recorrentes de dispneia, tosse, aperto no peito e sibilancia, que podem surgir de forma
individual ou combinada e que se associam a uma limitacdo variavel do fluxo aéreo,
geralmente reversivel, seja de forma espontanea ou farmacoldgica. ** Nas suas formas
de manifestagédo intermitente e ocasional, o controlo com agonistas beta-2 de curta
duragéo de acao (SABAs) é eficaz e suficiente na maioria das vezes. Pelo contrario, nos
outros patamares de gravidade da doencga exige-se um tratamento cronico diario com
recurso a um arsenal farmacolégico com anti-inflamatérios e outras moléculas
broncodilatadoras, num plano ajustado a cada estadio.

Sendo uma patologia extremamente heterogénea e complexa, 337

a asma
assenta numa base etiologica multipla, potenciada pela interagdo entre fatores
genéticos, epigenéticos e ambientais. A gravidade, a histéria natural e até mesmo a
resposta ao tratamento sdo de igual forma muito variaveis. * O microambiente
inflamatério, com extravasamento de plasma para o intersticio, parece ser o principal e
mais importante mecanismo fisiopatoldgico causador da constrigdo brénquica, *® nao
obstante este facto, também a AHR a estimulos ndo especificos, 3 bem como as
alteragdes estruturais que culminam em fendmenos de remodelling, sdo mecanismos
com extrema relevancia na fisiopatologia da asma, sendo este ultimo uma possivel
justificagéo para que, em certos casos, a limitagéo do fluxo aéreo se torne persistente e
irreversivel com a evolugdo do quadro clinico. *

Durante muitos anos, a asma foi considerada, de forma transversal, uma doenca

alérgica com preponderancia de eosindfilos, *°

com resposta abrangente a
corticosteroides controladores do processo inflamatério. “° Mais tarde, a prevaléncia de
formas da doenga com perfis celulares distintos, isto €, doentes cujos processos
patogénicos de base ndo pressupunham a marcada intervencdo e contributo dos
eosindfilos, contribuiu para que se considerasse de imperativa importancia na

abordagem ao doente asmatico que os mesmos pudessem ser agrupados. Assim,
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obtinham-se um conjunto de doentes com os mesmos perfis clinicos, culminando desta
forma naquilo que sao os fenétipos da asma, e imunoinflamatérios, constituindo desta
forma os diferentes endétipos da doenga. No seu conjunto, esta divisdo deveria,
idealmente, auxiliar a decisdo terapéutica, tornando-a o mais ajustada e individualizada
possivel. ©

O processo fisiopatoldgico da asma envolve varias células do sistema imunitario,
e inclui desde intervenientes que pertencem a imunidade inata, até células da imunidade
adaptativa, como s&o os linfocitos T-CD4*. #' Assim, uma agresséo inicial do epitélio
determina uma consequente ativacdo das células ciliadas, que por sua vez induzem
uma resposta quimica em cascata que promove a criagdo de um microambiente
inflamatorio e consentédneo a uma inflamagdo de maior magnitude. Esta inflamagao,
como ja mencionado anteriormente, pode seguir um de dois enddtipos major, uma
inflamacgéo T-2"9" caraterizada por uma ampla producéo de citocinas de perfil 2, as IL-
4, IL-5 e IL-13, ou uma inflamagéo com baixo perfil T-2 (ou ndo-T-2).

Na Figura 1 apresentam-se alguns dos diferentes perfis inflamatérios presentes
na asma, enquadrados em 2 grandes grupos consoante o contributo dos eosinofilos no
processo patogénico. Assim, os endotipos eosinofilicos podem ser alérgicos ou nao
alérgicos, enquanto os perfis com baixa preponderancia eosinofilica se podem dividir
em variantes com escassa populagdo de células (a paucigranulocitica) ou com
preponderancia de neutrdfilos, manifestando-se esta ultima geralmente de forma grave.
42

Curiosamente, quer a variante alérgica, quer a nao alérgica das asmas
eosinofilicas ttm mecanismos imunopatoldgicos sobreponiveis. Porém, nas formas nao
dependentes de alergénio, a participacdo de células Th2 é mais reduzida. Por outro
lado, os enddtipos ndo eosinofilicos sdo maioritariamente neutrofilicos, estando neste
caso envolvidas as células T CD4" efetoras produtoras de IL-17, como é o caso das
Th17, potentes recrutadoras de neutrofilos. Um outro subgrupo de doentes nao
eosinofilicos ndo apresenta niveis significativos de eosinoéfilos nem de neutrofilos no seu
background histopatolégico, estando estas formas provavelmente associadas a
disfungdo do musculo liso da via aérea e apresentando estes doentes um curso da

doenga relativamente benigno. "
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Figura 1. Asma eosinofilica vs asma nao eosinofilica. Resumem-se os principais
subgrupos de doentes com base na interse¢do de endotipos e fendtipos, bem como os
intervenientes celulares que predominam em cada um. Imagem adaptada de WW Busse,
2019 43,

2. Asma com inflamagao T-2Migh

O modelo classico da asma associou a doenga a uma preponderante e quase
exclusiva contribuigéo de células Th2, 4** as quais se associam a inflamacéo e a AHR
mediadas pela atuagéo de IgEs especificas. Esta descricdo ndo a define, contudo, na
sua complexidade e diferentes expressdes clinicas, uma vez que a restringe aos
doentes com asma alérgica eosinofilica. *> De uma forma genérica, também conhecida
como forma de inicio precoce (early-onset asma alérgica), pelo facto de estas
representarem a esmagadora maioria das formas alérgicas de asma, “° esta variante é
de longe a forma mais prevalente de doenga asmatica * e o fenétipo mais comum em
analise de clusters. * Este subfenétipo da doenga afeta geralmente individuos com
histéria documentada de atopia e elevados niveis de produgéo de IgE. ** Pelo facto de
serem maioritariamente induzidas por alergénios, a sua evicgao devera fazer parte da
abordagem terapéutica, ainda que com algumas limita¢des para os aeroalergénios para

0s quais a evicgao é muito dificil. 44
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A asma eosinofilica ndo alérgica € na grande maioria das vezes uma forma de
asma de inicio tardio (late-onset), ** caraterizada essencialmente pela baixa produgéo
de IgE. A diferente contribuigdo das células Th2, veiculadas estritamente a processos
facilitadores de homing, trafico e ativagéao de eosindfilos e ILC-2 vem, pois, a determinar
uma marcada eosinofilia na via aérea, pelo que estes doentes apresentam um maior
numero de eosindfilos na expetoracdo do que os doentes com formas de inicio precoce.
40

Em qualquer um dos fenétipos T-2M9" alérgico ou ndo alérgico, o processo
imunoinflamatério da parede bronquica estara na dependéncia direta da agressao
epitelial, acabando o mecanismo subjacente por ser, ele proprio, indutor de disfungao
sobre o epitélio. No caso do fendtipo alérgico classico, mediado por IgE, o alergénio
soluvel determinara a producdo de substancias especificas, *® que, por sua vez, véo
despoletar as respostas imunitarias inata e adaptativa. *’ Ja nas formas eosinofilicas
nao alérgicas, caracterizadas também por um perfil citocinico do tipo 2, os mecanismos
que promovem uma continuada ativacao epitelial, geradores de processos oxidativos
muito potentes, vém a ser preponderantes na indugdo da atividade funcional da
populagao celular subjacente, com uma clara modulagéo de ILC-2 e células dendriticas

de linhagem mieloide, com perfis citocinicos favorecedores da cronicidade inflamatdria.

2.1. Citocinas do tipo 2 na fisiopatologia da doencga

Fisiologicamente, um perfil de citocinas tipo 2 é responsavel por modular a
resposta do organismo a infegdo por parasitas. Contudo, em condigbes patoldgicas,
estes mediadores passam a associar-se a uma panoplia de doengas marcadas por uma
resposta inflamatéria exuberante, como sdo exemplos: a asma, a rinite alérgica, a

dermatite atdpica e até algumas formas de cancro .

Deste perfil fazem parte,
essencialmente as IL-4, IL-5 e IL-13.

Clonada pela primeira vez a partir de um modelo animal, em 1986, a IL-4 ficou
inicialmente conhecida como um fator indutor de IgG1. % O seu papel na doenca
asmatica parece estar essencialmente relacionado com a promocéao da proliferagao e
sobrevivéncia dos linfocitos, por intermédio da sua ligagéo ao seu recetor tipo 1 (IL-4R
tipo 1), ® e com a estimulagdo da secrecdo de IgEs especificas, apds indugéo de
switching neste sentido, mecanismo que ocorre, particularmente, nas formas alérgicas
da asma eosinofilica. *’

Por sua vez, a IL-13, clonada em 1989 *, parece ter um papel ainda mais

importante nos mecanismos subjacentes ao remodelling da via aérea. Assim, esta
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citocina esta envolvida na indugcao da AHR, da hiperprodugcdo de muco e da fibrose
subepitelial. *” Através de processos mediados por STAT-6, a IL-13 modula a expresséo
de genes epiteliais, de entre os quais se incluem o gene da mucina, MUC5AC, e da
periostina. Daqui resultam as alteragcdes observaveis quer a nivel da quantidade de
muco que é produzido, quer a nivel da reatividade das paredes da via aérea. Esta
interleucina também hiper-sensibiliza a musculatura lisa dos brénquios a acédo de
agonistas naturais da contragéo (como a acetilcolina e a histamina), através da sobre-
expressao e ativagao RhoA-Rock, da fosforilagdo de cadeias leves de miosina e do
aumento da libertagéo de calcio. ¢

A IL-5 é uma glicoproteina homodimérica produzida e libertada pelas células
Th2, ILC-2 e células epiteliais da mucosa respiratéria, apds contacto do hospedeiro com
microrganismos como o Mycobacterium tuberculosis, Toxocara canis, entre outros, ou,
mais frequentemente, durante uma resposta imunoinflamatéria alérgica por exposigao
a alergénios. Enquanto a sua produgéo fisiolégica parece regular os mecanismos de
proliferacdo e sobrevivéncia das células B, é sabido que, quando sobre-expressas,
parecem aumentar as contagens de eosindfilos. *° Assim, a secrec¢éo desta interleucina

7

induz a diferenciacdo e o recrutamento das células eosinofilicas ‘, promovendo,

indiretamente, de entre outros efeitos, a deposicdo proteica na matriz extracelular

subepitelial, da qual resulta a fibrose subepitelial. 2

2.2. Eosinofilia na asma

O eosindfilo € uma célula efetora do sistema imunitario inato *° e é também a
principal célula de resposta inflamatdria no pulméo, contribuindo essencialmente para
dois fenémenos major: a remodelagdo da via aérea e a AHR. ** Sabe-se que eles
exibem efeitos pleiotropicos em diferentes outras populagbes celulares envolvidas nos
quadros de inflamag&o. *° Primeiramente descritas por Paul Ehrlich, ha cerca de 150
anos, *° estas células possuem granulos no seu interior que armazenam componentes
citotéxicos ¥ altamente nocivos para o epitélio das vias aéreas, de entre os quais se
destacam as proteinas catiénicas: MBP, EPO, ECP *" e a EDN “?, cuja desgranulagéo
ira promover a inflamagao, a diversos niveis. Além disso, os eosindfilos produzem e
libertam leucotrienos (LTC4, LTD4, LTE4) ** € MMP-9, também eles envolvidos nos

processos de remodelagdo brénquica. *” O TGF-B, igualmente sintetizado pelas células

eosinofilicas, sera responsavel por, entre outras agdes, promover o quimiotactismo, o
recrutamento de fibroblastos e a ativagéo dos fibroblastos locais no sentido de promover

a sua diferenciacdo em miofibroblastos ou, eventualmente, células musculares lisas. *
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Como ja foi anteriormente referido, a célula eosinofilica é uma espécie de
hallmark celular da maioria das formas T-2/T-2"9" da asma, comumente referidas como
formas eosinofilicas. Assim é, portanto, factual que a maioria destes doentes se
apresenta com marcada eosinofilia. 5 Este achado na via aérea dos asmaticos pode
resultar do recrutamento de células maturas em circulagdo no sangue periférico,
induzido pela produgéao local de mediadores de quimiotaxia, ou da diferenciagao in situ
dos eosindfilos, esta ultima por atuagao maioritaria da citocina IL-5, estando as restantes
citocinas do tipo 2 mais envolvidas no recrutamento das formas maturas e nao
diferenciadas para o pulméo — o chamado homing pulmonar dos eosindfilos. 5! O trafego
das células eosinofilicas é também induzido pela libertagdo de eotaxinas, um grupo de
quimiocinas produzidas pelas células do estroma, 5 no qual se incluem a eotaxina-1
(CCL11), a eotaxina-2 (CCL24) e a eotaxina-3 (CCL26). ** Além de se considerar um
possivel preditor da gravidade da doenga, a eosinofilia € também apontada como um
parametro preditor do risco de exacerbacdes. %

Os eosindfilos em circulagdo face a estimulagdo imunobiolégica da mucosa e
submucosa bronquicas, vao ter de executar uma migragao transendotelial para a via
aérea. * Para isso contam com a intervencdo de moléculas de adesao especificas de
eosindfilos, como sdo exemplos a VLA-4, uma integrina exposta na membrana dos
eosinodfilos, apds inducdo pela eotaxina-1, e o PSGL-1, também expresso por estas
células. Qualquer uma destas moléculas vai interagir com o seu ligando, VLA-4/\VCAM-
1 e PSGL-1/P-selectina, promovendo a passagem da célula eosinofilica através do
endotélio vascular. *° A somar a estes contributos, algumas evidéncias sugerem que o

LTD4 possa também facilitar esta transposicao. 3
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3. ILC-2 na asma T-2

3.1. Implicagdes

A asma eosinofilica ficou conhecida no passado como uma variante da doenca
marcada pela producdo de um perfil 2 de citocinas na dependéncia quase exclusiva das
células Th2 ', Sabe-se hoje, porém, a luz da evidéncia cientifica mais atual, que a
proliferacao e producao de citocinas tipo 2 por parte das ILC-2, mediada pela libertagédo
de alarminas, é essencial para o recrutamento e manutengao dos eosindfilos, 52 hallmark
citologico destas formas da doenga. Além disso, sao também importantes para modular
o funcionamento de outras células e/ou mediadores que, de igual modo, contribuem
para a génese fisiopatolégica da asma. '? Na verdade, desde que foram formalmente
descritas e identificadas como células capazes de induzir respostas T-2, a participagao
das ILC-2 na asma tem sido objeto constante de estudo e investigagéo *, com alguns
autores a proporem mesmo que estas células possam constituir os marcadores
bioldgicos mais especificos em determinadas doengas pulmonares em humanos, de
entre as quais se destaca a asma. *2 Nos processos que envolvem preponderantemente
a inflamagéo T-2, como € o caso da asma eosinofilica, sabe-se que as ILC-2 atuam
como sensores que reagem a multiplos antigénios. Além disso, como foi anteriormente
sumariado, elas ndo reconhecem diretamente o antigénio, ou partes dele, sendo apenas
estimuladas por outros mediadores *°, de uma forma direta praticamente antigénio-

6

independente ¢, conferindo menor especificidade a resposta. Em diversas anélises

realizadas no ambito de estudos cientificos foi verificado que a quantidade de ILC-2 na

57 51 58

expetoragéo °, sangue periférico e no fluido bronco-alveolar dos doentes
asmaticos era maior do que a sua quantidade nos individuos saudaveis (grupo controlo)
15759 Também os achados relacionados com um estudo que avaliou o efeito de
particulas poluentes aerossolizadas de baixo peso molecular (PM-2.5), permitiram
fortalecer a evidéncia de que as ILC-2 tém um papel essencial na posterior
sensibilizacdo dos individuos a multiplos inalatérios. °° Chen et al. '° demonstraram que
a contagem de ILC-2 produtoras de citocinas T-2 aumentava consideravelmente 24
horas apds o contacto com o alergénio, sugerindo um trafego destas células para o
pulmao, induzido pela sensibilizacao.

Alguns dos estudos que pretendiam compreender de que forma o contributo das
ILC-2 na asma se modificava consoante estivéssemos perante uma variante alérgica ou
nao alérgica, concluiram que as mesmas parecem contribuir para ambas as formas

eosinofilicas, independentemente da atopia de base e sem diferengas muito notaveis
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entre elas. ' Por outro lado, outros estudos que compararam a quantidade de ILC-2 na
expetoracdo de doentes com asma eosinofilica com o numero destas células na
expetoracdo de doentes com asma nao eosinofilica, puderam concluir que as ILC-2
estdo consideravelmente mais aumentadas nos individuos com a variante eosinofilica,
existindo mesmo uma boa correlacdo entre os numeros absolutos de ILC-2 e a

' Neste contexto, o contributo das ILC-2 nas variantes

eosinofilia aérea.
paucigranulocitica e neutrofilica da asma sera naturalmente residual. '° Outro dado
muito relevante consiste na comprovagao de que a persisténcia de células progenitoras
eosinofilicas na via aérea esta associada a formas com contagens mais elevadas de

eosinofilos, na dependéncia direta de ILC-2. %°

3.2. Ativacdo das ILC-2 na asma

E sabido que as células Th2 produzem os seus mediadores de forma
predominantemente dependente do contacto com as APCs. No caso das ILC-2, a
situagéo é diferente ''. O processo inicia-se logo apés o contacto das células da barreira
epitelial da via aérea com um alergénio '° ou outras particulas, nomeadamente viricas
1% como sdo exemplos a exposicdo ao rhinovirus e ao virus sincicial respiratério, ou
ainda poluentes. Este contacto é favorecido, muitas das vezes, pela presenca de

defeitos ao longo da superficie destas mesmas mucosas. ®

Em resposta a essa
exposicao, estas células libertam citocinas especificas que, por sua vez, vao induzir uma
ativagéo das ILC-2. ' As interleucinas 33 e 25 s&o duas das mais importantes indutoras
de resposta por parte das ILC-2, e 0s seus recetores estdo altamente expressos nessas
células. A IL-33, produzida e libertada por células epiteliais, fibroblastos e células do
endotélio, ira, depois de interagir com um dos seus recetores, IL-1RL1 e IL-1RAP, ativar
quer o fator de transcricdo AP-1, através da via MAPK, quer o NF-Kb, via TRAF6. Por
sua vez, a IL-25, que é maioritariamente produzida e libertada pela pequena populagao
de brush cells da via aérea, devera ativar os mesmos alvos moleculares logo apos
interagdo com os seus recetores, IL-17RA e IL-17RB. 7 Além destas duas citocinas,
também as IL-2,IL-7, IL-9 e TSLP atuam, através de vias de sinalizagao que incluem
STAT1, STAT3 e STAT5, como sinais co-estimuladores importantes na ativacao e
funcionamento das ILC-2. ?'

A importancia do TSLP, implicado na imunidade adaptativa e na ativagéo das
ILC-2, foi demonstrada em estudos em humanos e em modelos animais '°, estando o
mesmo mais relacionado com a sobrevivéncia das ILCs do que propriamente com uma
indugdo de produgdo citocinica. *° A contribuicdo de mediadores lipidicos como os

leucotrienos e as prostaglandinas para a ativagdo destas células esta também
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documentada. As ILC-2 expressam quer CRTH2 (recetor para a PGD3), quer CysLT1R
(recetor para os LTD,) que, quando ativos, estimulam a ativagdo da via do NFAT. 2’

A produgado das IL- 4, 5 e 13 pelas células Th2 associa-se, de forma bem
documentada, com a ativagéo de trés fatores de transcrigao principais, o NFAT, o NF-
kB e o AP-1, na sequéncia de vias de sinalizagdo que incluem interagcdes com o TCR
de células T. 2! Pelo contrario, as ILC-2, ndo possuindo na sua maioria este recetor, ndo
as sintetizam a partir deste estimulo. Assim, sabe-se que apenas uma combinagao
importante de fatores quimicos de sinalizagdo, no caso mediadores citocinicos e
lipidicos, permite uma eficaz ativagdo dos 3 fatores de transcrigdo major, com a
producdo suficiente de citocinas tipo 2, incluindo a IL-4. 2' A participacdo das
interleucinas indutoras de polarizagdo T-2 em ILCs-2 na asma foi avaliada por diferentes
tipos de estudos, de entre os quais se incluem as analises genéticas com estudos de
Genome Wide Association (GWA) que sinalizaram a existéncia de polimorfismos nas

proximidades de alelos que codificam o TSLP, a IL-33 e o IL1RL1, %8

€ que pareciam
relacionar-se com a coexisténcia da patologia. Estudos subsequentes permitiram
confirmar a presenga de quantidades aumentadas das referidas interleucinas na via
aérea de doentes asmaticos. *®

A TGF-B é uma citocina pleiotrépica que participa na manutengdo da
homeostasia imunitaria e regula diversos mecanismos bioldgicos, de entre os quais se
destaca a diferenciacéo e o funcionamento das ILC-2. ¢! A sua participacdo nestas vias
foi corroborada por estudos que demonstraram que a deficiéncia intrinseca de TGF-
na medula 6ssea parece afetar a biodisponibilidade destas células. ®' Além disso, sabe-
se também que esta citocina tem a capacidade de promover uma sobre-expressao de
ST2 (IL1RL1), de uma forma parcialmente MEK1/2-dependente (isto é, através da via
) 26

das MAP cinases) “°, potenciando assim a interagdo ST2/IL-33.

3.3. Interagcdo com outras células

3.3.1. Interacdo ILC-2 — Eosindfilo

A interagéo entre as ILC-2 e os eosindfilos € essencial nas formas eosinofilicas
da asma. A IL-5 produzida e libertada pelas ILC-2 é crucial para a ativagao,
recrutamento e sobrevivéncia dos eosinofilos. Além disso, a literatura sustenta ainda a
hipotese de que a par da sua desgranulacdo, essencial para 0os mecanismos
subjacentes a doenga, a célula eosinofilica vem também a ativar outras células

intervenientes na inflamagado T-2, como as ILC-2, as células epiteliais, as células
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endoteliais ou até mesmo populacdes de DCs submucosas que autoperpetuam o perfil
T_2high_ 52

3.3.2. Interacdo ILC-2 — DC e Célula Th2

Na resposta inflamatéria alérgica, as ILC-2 tém efeito coadjuvante, por
intermédio de contacto direto, com as DCs, para sinergicamente influenciarem a
polarizacdo da resposta das células Th2. '® Elas atuam por modulacéo da apresentagéo
antigénica, num processo aparentemente mediado pela interagdo OX40L/OX40, ® e,
com menor relevancia, MHC-II/TCR. 7 Foi demonstrado em modelos animais que uma
expressao mais limitada a superficie celular de moléculas OX40L nas ILC-2 parece
associar-se a uma deficiente inducdo da resposta imunitaria Th2 %2. Além disso,
verificou-se também que as ILC-2 parecem estar envolvidas na rapida ativagcao das
células Th2 com fendtipos de memoéria, num episédio de reexposigao
antigénio/alergénio. Constatou-se que, uma vez ativadas, as ILC-2 induzem a produgao
de CCL17 (por interagdo com as DC), que por sua vez promove o recrutamento de
células Th2 de memodria. Este mecanismo foi corroborado por estudos em modelos
animais que demonstraram que a quantidade de células Th2 recrutadas apds uma
reexposicao, era consideravelmente inferior nos ratinhos que apresentavam deplecao
de ILC-2, quando comparados com o0s que apresentavam uma normal
biodisponibilidade destas células. %

Dados mais recentes sustentam que a intervencdo da IL-13 na robustez e
eficiéncia da cooperacdo é absolutamente fundamental na interacdo multicelular
DC/ILC-2/Th2. %2

3.3.3. Interacdo ILC-2 — célula T requladora

No pulméo de individuos saudaveis, ambas as quantidades de ILC-2 e de células
T reguladoras sdo diminutas. * Estas Gltimas estdo envolvidas em mecanismos de
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tolerancia imunolégica °' e podem ser classificadas como T reguladoras induzidas

(iTreg) ou T reguladoras naturais (nTreg), consoante a principal localizagdo *'

eo
mecanismo de desenvolvimento. ' As células Treg suprimem a atividade de outros
alvos celulares por diversos meios, de entre os quais se destacam a libertacdo de
citocinas com atividade supressora, a inibicao por contacto direto e o sequestro de IL-
2. *1 Estudos in vitro e in vivo permitiram confirmar a existéncia de uma interagdo entre

as ILC-2 e as células iTreg. *' Curiosamente estas mostraram ter a capacidade de
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suprimir a atividade das ILC-2, num mecanismo de inibicdo maioritariamente por

contacto célula a célula "%

. Uma vez que as ILC-2 ndo apresentam recetores
antigénicos especificos para células T, *' suspeitou-se que esta supressdo fosse
mediada pela interacdo ICOS/ICOS-L. *? Este mecanismo veio a ser confirmado por
estudos subsequentes que demonstraram que apds a administracdo de anticorpos anti-
ICOS-L, a supressao de citocinas T-2 diminuia consideravelmente em co-culturas com
ILC-2 eiTreg.*' Ao analisar mais atentamente esta interagao, verificou-se que a ligagéo
do ICOS-L presente nas ILC-2 com a molécula ICOS expressa pelas iTreg, aparentava
quebrar o estimulo a sobrevivéncia dependente das interagdes cis e trans entre as duas
moléculas constitutivas da propria célula, por competicado direta com o sitio de ligagéo

comum. ¥

3.3.4. Interacao ILC-2 — Macrofago

A interagdo ILC-2 — Macréfago ocorre bidireccionalmente. Isto €, além dos
macrofagos ativados poderem induzir a ativagéo e o funcionamento das ILC-2, estas
ultimas também contribuem para a determinagéo do fenétipo exibido pelos macréfagos.
57 Assim sendo, sabe-se que elas estimulam uma polarizacéo no sentido M2 das células
macrofagicas, consideradas nao favorecedoras dos estadios inflamatorios. Em
condigbes normais, esta morfo-fisiologia adquirida € necessaria para a produgéo de
VEGF e TGF-f, mas também da interleucina anti-inflamatéria IL-10, ambos com fungbes
na reparagdo e homeostasia dos tecidos. No entanto, em casos de ativagédo crénica,
como na asma, a producao continua de citocinas dependente, entre outras células, das
ILC-2, promove a manutengao permanente deste fenétipo, M2, vindo a propmover uma
deposigdo de colagénio e demais alteragdes estruturais tipicas desta doenca. °?
Curiosamente, esta polarizagao no sentido M2 dos macréfagos apenas pareceu ocorrer,
em estudos, quando a cultura ocorre juntamente com ILCs. % N&o obstante a
importancia da interacdo mediada por interleucinas, sabe-se que a expressao de
elevadas quantidades de PD-L1 e CD40-L nos macréfagos também auxilia a
comunicagao entre estas células e as ILC-2, que expressam iguais quantidades das

respetivas moléculas de ligagéo, sob a forma de contacto célula-célula. *
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3.3.5. Interacao ILC-2 — Basodfilo e Mastdcito

A interacao entre as ILC-2 e os basdfilos € estabelecida de forma bidirecional,
com as ILC-2 a promoverem a sua desgranulagdo, e com a IL-4 produzida pelos
basofilos a ter a capacidade de ativar as ILC-2 pulmonares. ’ A PGD; e os LTD4, ambos
derivados do acido araquidonico e libertados pelos mastocitos, promovem o trafego das
ILC-2 para o ambiente inflamatério e estimulam a producédo de citocinas T-2 por elas

proprias. ’

3.3.6. Comunicacdo ILC-2 — célula supressora mieloide-derivada

As células supressoras mieloide-derivadas (MDSCs) sdo uma populagéo de
células percursoras mieloides imaturas, ativadas de forma patolégica e implicadas na
regulacdo imunolégica de diversas doengas. ® Apesar da sua contribuicdo na
patogénese da doenga pulmonar oncolégica estar bem documentada, a compreenséo
da sua relevancia em processos infeciosos e/ou inflamatérios carece ainda de maior
elucidagado. Pensa-se, contudo, que a MDSC possa ter fungdes preponderantes na
modulagdo da patogénese da asma por potenciar a secregdo de citocinas anti-
inflamatdrias, como a IL-10, e suprimir a atividade de citocinas pro-inflamatérias, como
alL-12.%

Sabe-se, com base em evidéncia cientifica, que uma subpopulagdo destas
células, a das PMN-MDSCs, interage com as ILC-2, suprimindo a sua atividade, num

mecanismo dependente do contacto célula-célula. &

4. Alteracoes da barreira epitelial

O epitélio da via aérea tem claras implicagdes no funcionamento do sistema
imunitario. Desde logo, ao exibir a fungdo de barreira passiva, conseguida a custa da
sua estrutura, mas também ao produzir e transportar ativamente moléculas
neutralizadoras de patogéneos e ao libertar diversas citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento. ®° Na via aérea de individuos saudaveis, as tigh junctions (TJs) das zénulas
de oclusdo e z6nulas de adeséo constituem redes proteicas extremamente complexas.
Elas sao de tal forma eficientes que impedem o transporte paracelular de diversas
moléculas, incluindo microrganismos e alergénios, % contribuindo dessa forma para a
funcao de barreira passiva atribuida ao epitélio. E em 1988 que é descrita, pela primeira

vez, a disfungéo da barreira epitelial em doentes com asma. ® A anadlise de bidpsias
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pulmonares de doentes asmaticos tem revelado mucosas disruptivas, com areas
consideraveis de “descamacgédo” e marcada fragilizagdo das TJs associada a uma
diminuigcao consideravel da expressao de proteinas essenciais para a formacao destes
complexos, & sua superficie, como sdo a a. e a B catenina, a ZO-1, a E-caderina ®® e a
ocludina.

Alguns estudos de genome wide association (GWA) identificaram genes e loci
associados a suscetibilidade para a asma que sédo expressos pelas células epiteliais,
evidenciando a sua preponderancia nos mecanismos patobioldgicos subjacentes a
doenga. %

As ILC-2 estao envolvidas no aumento da permeabilidade e diminuicdo da
expressao de proteinas das TJs epiteliais, num processo mediado, essencialmente, pela
IL-33. Isto porque se mostrou ser possivel reproduzir esta destruicdo na auséncia das
células B e T, mas n&o na auséncia das ILC-2. % A infe¢do por alguns virus respiratorios,
como o rhinovirus e o virus sincicial respiratorio, também demonstrou poder condicionar
diretamente a permeabilidade do epitélio, num mecanismo dependente de NADP-
oxidase e proteina cinase D, respetivamente. *3

A par das alteracbes estruturais transversais as células do epitélio brénquico,
também a modulacdo da produ¢do de muco, pelas células de goblet, adquire uma
imprescindivel importancia na fisiopatologia da asma. O aumento da camada de gel
mucoso que cobre o epitélio da via aérea promove a obstrugéo brénquica e prejudica
0s mecanismos de clearance mucociliar. °* Esta alteragéo é mediada pela IL-13 e esta
intimamente relacionada com o aumento do numero de células de goblet associado a
transdiferenciagao das células ciliadas. Além deste mecanismo, também a modificagao
da composigcdo do muco, por agao da amfiregulina, uma glicoproteina da familia
epidermal growth factor (EGF), é induzida pelas ILC-2. ®°

O compromisso da barreira epitelial, que atua como primeira linha de defesa,
expde, como ja mencionado, o pulmdo a agdo de agentes externos, facilitando a
penetracdo de alergénios ou outros antigénios que determinam sensibilizacdo ou
resposta imunitaria. Este bindmio ILC-2 e célula epitelial parece ser critico nos

processos disruptivos conducentes aos fendomenos de remodelling da via aérea. ®°
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4.1. Remodelagao da via aérea

A remodelacado da estrutura da via aérea, que inclui as modificagbes estruturais
celulares e extracelulares (matriz extracelular) observadas em doentes com asma, é
considerada, per si, um evento critico na doenca asmatica. ** Qualquer um dos seus
mecanismos, isto €, a hipertrofia e/ou hiperplasia do musculo liso, a
hiperplasia/metaplasia das células de goblet, a hipertrofia das glandulas submucosas, a
fibrose subepitelial, 0 aumento da vascularizacdo da submucosa %, a aparente inibicdo
da morte celular programada das células do epitélio aéreo ou a propria disrupgéo da
barreira epitelial, pode ocorrer de forma isolada ou em associagdo multipla.

A fibrose subepitelial é resultado da deposicdo de proteinas na matriz
extracelular, nomeadamente proteinas de colagénio (colagénios I, lll e V) ou outras
como a elastina, a fibronectina e a laminina. ¢’ Esta deposicdo é muito dependente da
atividade de células M2 ativadas com a libertagéo de TGF B e IL-13, esta ultima também
libertada pelas ILC-2. 2

Os miofibroblastos estdo envolvidos nos mecanismos que culminam na
diminuicdo do lumen da via aérea. A semelhanga dos fibroblastos, produzem
componentes da matriz extracelular. Os miofibroblastos expressam a isoforma
especifica do midcito da a-smooth muscle actin (a-SMA), o que possibilita a
contratilidade e o espasmo da parede bronquica. Contrariamente ao fibroblasto
brénquico, o miofibroblasto € uma célula relativamente grande e metabolicamente muito
ativa, sendo uma fonte abundante de mediadores inflamatérios que perpetuam o
mecanismo patogénico da doenca. Em condi¢des normais, estas células tém um tempo
de semivida curto, seguindo precocemente para vias de morte celular programada. Na
asma, contudo, perpetuam-se evadindo a apoptose, e participam ativamente nos
fendmenos de remodelacéo da parede brénquica. ¢’ Além dos mediadores como o TGF-
B, o connective tissue growth factor (CTGF) e o platelet derivated growth factor (PDGF),
também a IL-4 e essencialmente a IL-13, produzidas e libertadas pelas ILC-2, induzem
uma transicdo fibroblasto-miofibroblasto dependente da supressao da expressio do
gene da cicloxigenase e reducgdo da sintese de prostaglandina E2, bem como vias que
envolvem a c-Jun NH2-terminal kinase. ®’

O processo de remodelagao tecidular ndo é especifico da doenga asmatica, nem
do pulmao. Alteragdes histolégicas semelhantes aquelas que encontramos nos doentes
asmaticos sdo também encontradas em pacientes portadores de outras doencas,

nomeadamente da esofagite eosinofilica. Embora sejam, naturalmente, patologias
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distintas, o mecanismo patogénico subjacente é idéntico, sendo igualmente suportado
numa inflamagéo T-2. Assim sendo, a semelhanga daquilo que acontece no esofago,
pensa-se que também na asma eosinofilica, a eosinofilia crénica que Ihe é carateristica
seja responsavel por estas modificagdes.

Os dados mais atuais da literatura sustentam a importancia das citocinas tipo 2
nas alteragdes estruturais de remodelling que ocorrem na parede brénquica. Destas, a
IL-13 e o aporte autécrino resultante da ativacao das ILC-2 parece ser absolutamente

determinante.

5. Asma grave

A asma grave é uma entidade extremamente complexa, reconhecendo-se, no
entanto, que a interagdo entre os eosindfilos e o epitélio da via aérea *°, bem como o
balango entre as células Treg e a imunidade T-2 *' e a maturagéo eosinofilica in situ *°,
possam ter um papel importante na perpetuagdo da inflamacdo e na resisténcia a
terapéutica. *° Estas formas de asma caraterizam-se pela persisténcia de clinica e da
inflamagao, com pelo menos duas exacerbacgdes por ano, ndo obstante a manutencao
de uma terapéutica otimizada para o estadio correspondente. "' Elas s&o por isso de
dificil tratamento e, por conseguinte, sobrecarregam os sistemas de saude com custos
anuais extremamente desproporcionais *4, além das inimeras implicagbes em custos
indiretos e na qualidade de vida dos doentes.

Estudos em gémeos permitiram estimar que até 25% da variabilidade fenotipica
relacionada com a severidade da asma possa ser atribuida a fatores genéticos. O mais
recente estudo de GWA baseado na andlise desta variagcao detetou, inclusive, uma
associagdo importante com alguns /oci, nos quais se incluem alelos com os genes
GATA3, MUCSAC (gene que codifica a proteina mucina 5AC) e KIAA1109 (gene que
codifica a proteina homénima) ®°. Outros contributos para esta variabilidade fenotipica
s&o dados por fatores ambientais, fatores comportamentais e comorbilidades ®°, sendo
as formas isoladas de asma grave manifestamente mais raras **. A obesidade, a
polipose nasal, o refluxo gastroesofagico e a osteopenia/osteoporose sao alguns
exemplos de doengas que podem coexistir e contribuir para a maior morbilidade nestes
doentes, estejam a sua instalagdo e gravidade relacionadas com o préprio processo
fisiopatolégico da doencga ou com alteragdes secundarias a terapéutica instituida. *4

A heterogeneidade desta entidade é de tal forma importante e a sua
estratificacdo de tal forma complexa ° que, com base numa extensa andlise feita aos
doentes que participaram no Severe Asthma Research Program (SARP), um projeto

Norte-Americano que pretendia focar-se na avaliagdo de carateristicas moleculares e
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clinicas que diferenciam as formas ligeiras da asma, das suas formas mais graves °,

foram identificados 5 principais clusters de doentes: a early-onset asma alérgica ligeira,
a early-onset asma alérgica moderada, a late-onset asma eosinofilica ndo alérgica, a
asma early-onset eosinofilica alérgica grave e late-onset asma neutrofilica ndo alérgica
grave.

Apesar dos avangos cientificos ja alcangados no ambito do tratamento da asma,
a quantidade de doentes com o diagnostico de asma grave continua elevada ° e mesmo
que, em termos percentuais, os individuos com formas graves de asma correspondam
apenas a cerca de 5-10% do total de portadores da doenca, sdo responsaveis por cerca
de 50% dos seus custos totais anuais. ”’

Uma questao interessante acerca do papel das ILC-2 na asma diz respeito a
compreensao da importancia que elas possam ter nas formas graves da doenga. No
entanto, nesta vertente, as evidéncias cientificas disponiveis sdo um pouco
contraditérias. Alguns estudos demonstraram que, a semelhanca das células Th2,
também as ILC-2 respondem a corticoterapia "', com supressdo da producéo citocinica
dependente de vias de sinalizacdo que envolvem a via STAT. ® Num dos primeiros
estudos subsequentes a identificagdo das ILC-2, a quantificagdo destas células no
sangue periférico ndo evidenciou diferengas entre doentes com asma grave e ligeira. %

Contudo, a sensibilidade e resposta aos glucocorticoides nas ILC-2 tem vindo a
ser questionada pela comunidade cientifica, suspeitando-se mesmo que esta possa ser
menos potente do que a sua atividade inibitdria nas células linfocitarias. Este facto
podera justificar a estreita relagdo que se encontrou existir entre as ILC-2 e algumas
formas ndo controladas da doenca, em estudos subsequentes. "2 Em contraponto aos
primeiros resultados anteriormente descritos, Smith et al '° demonstraram que a
contagem de ILC-2 produtoras de citocinas do tipo 2 estaria consideravelmente
aumentada no sangue e expetoracdo de doentes com asma grave, submetidos a
terapéutica com altas doses de glucocorticoide. Noutro trabalho de investigagéo, foi
ainda possivel demonstrar, a partir de amostras de LBA, que em doentes com formas
graves, as ILC-2 constituiam um dos fulcros da limitagdo a terapéutica por
desenvolverem uma resisténcia aos corticoides aparentemente na dependéncia de
TSLP 2938 provavelmente através da via de sinalizacdo STAT-5. *® Uma outra fonte
bibliografica sustenta ainda que as ILC-2 poderao ser das principais células envolvidas
na inducdo da eosinofilopoiese in situ, no local da inflamagao da parede brénquica, que

se pensa estar relacionada com as formas mais graves da doenca. °’
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IX. Discussao

Da extensa revisao da literatura nesta tematica, é possivel elencar alguns pontos
fundamentais. Desde logo, a ideia de que a asma € uma doenga bastante comum e com
uma prevaléncia e incidéncia crescentes, mas variaveis consoante a regido do mundo,
em parte devido a fatores de risco como os ocupacionais e os ambientais, que acabam
por ser, também eles, bastante mutaveis. Além disso, a prevaléncia das formas graves
da doencga, refratarias muitas vezes as terapéuticas atualmente disponiveis, e que
mantém elevados os indices de morbilidade, € um indicador fulcral e com capacidade
de prever, em parte, o impacto que esta patologia tem na saude publica de um pais. ™

A luz do conhecimento atual podemos confirmar inquestionavelmente que as
ILC-2 sao células absolutamente nucleares no espectro do perfil eosinofilico da asma,
tanto nas formas com expressédo alérgica mediada por IgE como nas formas
eosinofilicas néo alérgicas. De facto, a interagéo entre ambas as populagdes celulares
€ fundamental para manter ndo s6 esse gradiente citocinico na parede brénquica, mas
também a persisténcia e o incremento da populagéo de eosindfilos residentes. 10-32:50:52

Também o conhecimento da forma como comunicam com outros elementos

13,22 31,32,41

celulares do microambiente inflamatério, como as APCs , as células Treg e as
proprias células Th2 2292 ajuda-nos a compreender a fisiopatologia da doenca de uma
forma mais abrangente.

Um dado muito importante acerca desta revisao prende-se com a associagao
entre as ILC-2 e as formas graves da doenga asmatica. Embora com algumas
discrepancias, a verdade € que alguns estudos sustentaram o pressuposto de que as
ILC-2 parecem ser potentes moduladoras das variantes da doenga que se manifestam
de forma mais grave, resistentes, na sua maioria, a terapéutica. Esta descoberta é
extremamente Util dos pontos de vista clinico e cientifico, uma vez que séo as formas
graves aquelas que motivam a incessante procura por novos alvos celulares e/ou
moleculares e, consequentemente, novos tratamentos. 1%11:2938.72

O caminho a percorrer na tentativa de reduzir e inverter o paradigma atual ainda
é longo. Todos os contributos s&o Uteis e necessarios. O conhecimento das ILC-2 e da
forma como elas atuam na asma eosinofilica, ndo é excecgio. Trata-se de um aspeto de
importantissima relevancia tanto na caraterizagao bioldgica da propria célula, como dos
mediadores por ela produzidos e recetores de superficie (Figura 2), que poderao
constituir alvos criticos e potenciais para novas abordagens que determinem um melhor

controlo da doenca.
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Figura 2. Resumem-se as principais moléculas coestimuladoras (+) e
supressoras (-) da fungao das ILC-2, bem como o principal fator de transcrigéo e perfil
citocinico libertado. Adaptado de A Lei, 2019 .
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No entanto, a investigagado de novas abordagens farmacolégicas na asma tera
de atender a especificidade da resposta, minimizando o risco de imunossupressao
generalizada, tanto mais que muitos dos mediadores bioldgicos sao ubiquitarios e
essenciais a homeostasia de inUmeros outros 6rgaos e sistemas. A implicagédo das ILC-
2 na asma permite-nos considera-las potenciais alvos de modulagdo. Uma vez que
foram comprovadamente mencionadas como elementos celulares com elevado e
precoce contributo citocinico na fisiopatologia da asma, o bloqueio e/ou ativagéo de
mediadores que estimulam e/ou suprimem as suas atividade e sobrevivéncia revela-se
promissor. 24

As interleucinas IL-33 e IL-25, bem como o TSLP, sio alvos terapéuticos em
investigacdo dada a sua importancia nas cascatas de sinalizacdo que culminam na
ativacdo das ILC-2. Além disso, uma vez que a interagdo PD-1/PD-L1 demonstrou
também modular a fungéo destas células, a utilizagdo de agonistas do PD-1 tem sido
explorada como abordagem supressora de fungdo. ™

O fator de transcrigdo GATA-3 é um dos fatores mais fulcrais para o normal
funcionamento das ILC-2. O bloqueio da sua atividade, através da utilizacdo de
moléculas antissense que promovem a clivagem e consequente inativagdo do seu
mMRNA tem mostrado bons resultados na atenuacéo da resposta imunitaria na asma em
ensaios clinicos. Além disso, também a utilizagdo de anticorpos monoclonais contra o
recetor da prostaglandina D2 (CRTHZ2) resultou numa diminuigao da contagem de ILC-
2 em modelos animais e o uso de pequenas moléculas antagonistas deste recetor
permitiu-nos obter resultados promissores em ensaios clinicos em humanos. "

Em suma, as ILC-2 sdo um elo critico, com enorme preponderancia na
fisiopatologia da asma com perfil inflamatério T-2. Desta revisao resulta a necessidade
de implementar novas linhas de investigagdo que possam caraterizar novos aspetos na
imunobiologia destas células. Estes pressupostos poderdo enquadrar novas vias de
abordagem da asma com expressao eosinofilica, elencando com potenciais alvos que
permitam um melhor controlo clinico e estratégias mais eficazes e seguras que
delimitem os fendmenos de remodelling. A ser possivel, seguramente, constituira uma
inovacdo que permitira uma verdadeira revolugdo na gestdo global do tratamento do

doente asmatico.
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