Respostas Induzidas da
Imunidade Inata

No Capitulo 2, foram consideradas as defesas inatas - como barreiras epiteliais, pro-
teinas antimicrobianas secretadas e sistema do complemento -, que agem imediata-
mente apos se encontrarem com micrdbios, com o objetivo de proteger o organismo
contra uma infecgao. Também ha a introdugao as células fagociticas que se encon-
tram sob as barreiras epiteliais, prontas para engolfar e digerir os microrganismos
invasores que foram sinalizados para destruigao pelo complemento. Além de fagoci-
tar esses microrganismos diretamente, esses fagdcitos iniciam, ainda, a proxima fase
da resposta imune inata, induzindo uma resposta inflamatdria que recruta novas
células fagociticas e moléculas efetoras circulantes para o local da infeccao.

Neste capitulo, serd visto atentamente o sistemna antigo do receptor de reconheci-
mento do padrao utilizado pelas células fagociticas do sistema imune inato para
identificar patdgenos e distingui-los de autoantigenos. Seré visto como, além de dire-
cionar a destruicao imediata dos patdgenos, o estimulo de alguns desses receptores
em macrofagos e células dendriticas leva as suas células proprias que podem efetiva-
mente apresentar o antigeno para linfécitos T, iniciando, dessa forma, uma resposta
imune adaptativa. Na tltima parte do capitulo, serd descrito como as citocinas e as
quimiocinas produzidas por fagdcitos ativados e células dendriticas induzem os es-
tagios tardios da resposta imune inata, como a resposta de fase aguda. Serd descrito,
ainda, outro tipo celular do sistema imune inato, as células natural killer (NK), que
contribuem para as respostas de defesa do hospedeiro contra virus e outros patige-
nos intracelulares. Nos estdgios tardios da resposta imune inata, ocorrem as primei-
ras etapas em diregao ao inicio da resposta imune adaptativa; entao, se a infecgao
nao for eliminada pela imunidade inata, acontecerd uma resposta imune completa.

Reconhecimento do padrao pelas células do sistema
imune inato

Embora o sisterna imune inato nao possua a especificidade fina da imunidade adap-
tativa, que € necessaria para produzir a memaria imune, ele consegue distinguir o
préprio do nao prdprio. Ja foi visto um exemplo disso no reconhecimento de super-
ficies microbianas pelo complemento (ver Cap. 2). Nesta parte do capitulo, serdo
vistos, de maneira mais detalhada, os receptores celulares que reconhecem paté-
genos e sinalizam para uma resposta celular imune inata. Padroes regulares de es-
trutura molecular estdao presentes em diversos microrganismos, mas nao ocorrem
nas células do préprio organismo. Proteinas que reconhecem essas caracteristicas
surgem como receptores em macrofagos, neutréfilos e células dendriticas e como
moléculas secretadas, como a lectina ligadora de manose (MBL, do inglés mannose-
-binding lectin) descrita no Capitulo 2. As caracteristicas gerais desses receptores
de reconhecimento do padrio contrastam com os receptores antigeno-especificos
daimunidade adaptativa na Figura 3.1.

Os receptores de reconhecimento do padrao podem ser classificados em quatro
grupos principais com base em sua localizacéo celular e sua fungao: receptores



76 Partel

Figura 3.1 Comparagdo das caracteristicas
das moléculas de reconhecimento dos siste-
mas imunes inato e adaptativo. O sistemaimune
inato usa receptores codificados por genes com-
pletos herdados da linhagem germinal. Em contra-
partida, o sistema imune adaptativo usa receptores
de antigenos codificados em segmentos génicos
que s&o reunidos em genes completos de recep-
tores de células T e B durante o desenvolvimento
dos linfécitos, processo que leva a expressédo de
um receptor com especificidade unica em cada
célula individual. Os receptores do sistema imune
inato nao séo distribuidos de forma clonal (i.e., em
todas as células de um mesmo tipo), ao passo que
os receptores de antigeno do sistema imune adap-
tativo estdo distribuidos de forma clonal em todos
os linfécitos de um mesmo tipo.

Filme 3.1
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Caracteristica do receptor Imunidade inata  |Imunidade adaptativa
Especificidade herdada no genoma Sim Nao
E expresso por todas as células de um determinado tipo Sim Nio
(p. ex., macrofagos)

Ativa resposta imediata Sim Nao
Reconhece uma ampla gama de patdgenos Sim Nao
Interage com uma gama de estruturas moleculares de Sim Nao
um determinado tipo

E codificado por miiltiplos segmentos génicos Néo Sim
Requer rearranjo génico Nao Sm
Distribuicdo clonal Nao Sm
E capaz de reconhecer ampla variedade de Nio Sm
estruturas moleculares

livres no soro (como MBL), os quais foram discutidos no Capitulo 2; receptores
fagociticos ligados 2 membrana; receptores de sinalizagao ligados a membrana; e
receptores de sinalizagao citoplasmaticos. Osreceptores fagociticos primeiramen-
te estimulam a ingestao dos patdgenos que eles reconhecem. Os receptores de si-
nalizagao constituem um grupo diversificado que inclui receptores quimiotaticos,
os quais guiam as células aos locais de infecgao, e receptores que induzem a pro-
ducao de moléculas efetoras que contribuem para as respostas da imunidade ina-
ta induzidas tardiamente. Nesta parte do capitulo, serao vistas, em primeiro lugar,
as propriedades de reconhecimento dos receptores fagociticos e dos receptores de
sinalizagao que ativam mecanismos de morte de micrébios fagociticos. Em segui-
da, serd descrito um sistemna de reconhecimento e sinalizagao de patégeno antigo
evolutivo, que envolve receptores denominados receptores semelhantes ao Toll
(TLRs, do inglés Toll-like receptors), os quais possuem papel-chave na defesa con-
tra infecgdo em vertebrados e muitos invertebrados. Por fim, sera vista uma classe
recentemente descoberta de receptores de sinalizagao citoplasmaticos, sendo que
alguns possuem efeitos similares aos TLRs, enquanto outros estdo relacionados
com defesas antivirais.

3.1 Apés entrar no tecido, muitos patégenos sao reconhecidos, ingeridos
e mortos pelos fagdcitos

Se um microrganismo cruzar uma barreira epitelial e replicar-se nos tecidos do
hospedeiro, ele sera imediatamente reconhecido pelas células fagociticas residen-
tes, na maioria dos casos. Existem trés classes principais de células fagociticas no
sisterna imune inato: macréfagos e mondcitos, granuldcitos e células dendriticas.
Os macrdéfagos amadurecem continuamente a partir dos monécitos, que saem da
circulacdo para migrar para os tecidos do organismo, e eles sao a principal popula-
¢ao de fagdcitos residentes no tecido normal. Os macréfagos eram denominados
de forma diferente dependendo do tecido no qual se encontravam; por exemplo,
células microgliais no tecido neural e células de Kupffer no figado. Essas células sao
denominadas, de maneira genérica, fagécitos mononucleares. Os macréfagos sao
encontrados, sobretudo, em grande quantidade no tecido conectivo: por exemplo,
na camada submucosa do trato gastrintestinal; na camada submucosa dos bron-
quios e no intersticio pulmonar - tecidos e espagos intercelulares ao redor dos sacos
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de ar (alvéolos) -, e nos préprios alvéolos; ao longo de alguns vasos sanguineos no
figado; e por todo o baco, onderemovem células sanguineas senescentes.

A segunda maior familia de fagécitos compreende os granuldcitos, os quais incluem
neutrdéfilos, eosindfilos e baséfilos. Entre eles, os neutréfilos sao os que possuem
maior atividade fagocitica e sao os mais envolvidos imediatamente na imunidade
inata contra agentes infecciosos. Ainda denominados leucdcitos neutrofilicos po-
limorfonucleares (PMNs, do inglés polymorphonuclear neutrophilic leukocytes, ou
polis), eles sao células de vida curta que estdao abundantes no sangue, masnao estao
presentes no tecido saudavel. Os macroéfagos e os granuldcitos possuem papel im-
portante na imunidade inata pois podem reconhecer, ingerir e destruir muitos paté-
genos sem auxilio da resposta imune adaptativa. As células fagociticas que varrem
os patégenos que entraram representam um mecanismo antigo da imunidade inata,
ja que sdo encontradas nos invertebrados e nos vertebrados.

A terceira classe de fagdcitos no sisterna imune sao as células dendriticas imaturas
residentes nos tecidos. As células dendriticas crescem a partir de progenitores mie-
loides e linfoides no interior da medula dssea e migram por via sanguinea para os
tecidos de todo o organismo e para os drgaos linfoides periféricos. As células dendri-
ticas ingerem e destroem os micrdbios, porém, ao contrario de macréfagos e neutré-
filos, seu papel principal na defesa imune nao é a linha de frente de morte direta em
grande escala de micrdbios. Existern dois tipos funcionais principais de células den-
driticas: células dendriticas convencionais (cDCs, do inglés conventional dendritic
cells) e células dendriticas plasmocitoides (pDCs, do inglés plasmacytoid dendritic
cells). O principal papel das cDCs é processar os micrdbios ingeridos para gerar anti-
genos peptidicos que podem ativar células T e induzir uma resposta imune adapta-
tiva, e produzir citocinas em resposta ao reconhecimento microbiano. As cDCs sao,
dessa forma, consideradas a ligacao entre as respostas imunes inata e adaptativa. As
pDCs sio as principais produtoras de interferon (IFN) antiviral e sao consideradas
parte da imunidade inata. Elas serao discutidas de maneira mais detalhada adiante,
neste capitulo.

Em func¢ao de a maioria dos microrganismos entrarem no organismo através da mu-
cosa do intestino ou do trato respiratdrio, os macréfagos nos tecidos de submucosa
sdo as primeiras células a encontrar a maioria dos patdgenos, porém, eles sao logo
auxiliados pelo recrutamento de um grande niimero de neutréfilos para os locais de
infeccdo. Macrdéfagos e neutréfilos reconhecem os patégenos por meio dos recepto-
res de superficie celular que podem discriminar entre as moléculas de superficie dos
patdgenos e as moléculas do hospedeiro. Embora ambos sejam fagociticos, os macré-
fagos e os neutrdfilos possuem propriedades e fungoes distintas na imunidade inata.

Todas as células fagociticas internalizam os patégenos pelo mesmo processo de fa-
gocitose, o qual é iniciado quando certos receptores na superficie do patégeno se
ligam a componentes de uma superficie microbiana. O patdgeno ligado é primei-
ramente circundado pela membrana plasmaética fagocitada e, entao, internalizado
emuma ampla membrana anexa a vesicula endocitica conhecida como fagossomo.
O fagossomo entdo se torna acidificado, o que mata a maioria dos patégenos. O fa-
gossomo funde-se com um ou mais lisossomas para gerar um fagolisossoma, na
qual os contexidos lisossdmicos sao liberados para destruir o patdgeno (Fig. 3.2). Os
neutrofilos, que sdo altamente especializados na morte intracelular de micrdbios,
contém ainda granulos citoplasmaticos denominados granulos primdrios e secun-
ddrios, os quais se fundem com o fagossomo e contém enzimas e peptideos anti-
microbianos adicionais que atacam o micrébio (ver Se¢ao 2.4). Outra via pela qual
o material extracelular, incluindo material microbiano, pode ser capturado para o
interior do compartimento endossdmico das células e degradado é pela endocitose
mediada por receptor, a qual nao é restrita aos fagdcitos. As células dendriticas e os
outros fagdcitos podem ainda capturar patégenos por um processo nao especifico
denominado macropinocitose, no qual grandes quantidades de liquido extracelu-
lar e seus contetidos sao ingeridos.

Macrofagos e neutréfilos constitutivamente expressam um nimero de receptores
de superficie celular que estimula a fagocitose e a morte intracelular de micrébios

7
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Os macrofagos possuem receptores fagociticos
que ligam microbios e seus componentes
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Figura 3.2 Os macréfagos expressam receptores capazes de prender micrébios por fagocitose. Pri-
meira figura: macréfagos residentes nos tecidos do organismo esto entre as primeiras células a encontrar e
responder aos patdgenos. Eles carregam receptores de superficie celular que se ligam aos patégenos e seus
componentes e induzem fagocitose do material ligado. Segunda figura: macréfagos expressam diversos tipos de
receptores que interagem diretamente com os componentes microbianos, em particular, carboidratos e lipideos. A
dectina-1 é uma lectina tipo C formada ao redor de um dominio de reconhecimento de carboidrato (CRD) simples.
O receptor de manose do macréfago contém muitos CRDs, com um dominio semelhante a fibronectina e uma
regido rica em cisteina em sua porgao aminoterminal. Os receptores de varredura de classe A sdo formados a
partir de dominios semelhantes a colageno e foram trimeros. O receptor de proteina CD36 € um receptor de
varredura de classe B que reconhece e internaliza lipideos. Os macréfagos também expressam receptores do
complemento, os quais internalizam a bactéria coberta pelo complemento. Terceira figura: a ligagéo de micrébios
ou componentes microbianos a qualquer um desses receptores estimula a fagocitose e a captura para os fagos-
somos intracelulares. Os fagossomos fundem-se com os lisossomas, formando um fagolisossoma acidificado no
qual o material ingerido € destruido por hidrolase lisossdmica.

ligados a eles, embora alguns ainda sinalizem por outras vias para desencadear res-
postas como a producao de citocinas. Esses receptores fagociticos incluem diversos
membros da familia semelhante & lectina tipo C (ver Fig. 3.2). Dectina-1 é forte-
mente expressa por macréfagos e neutrdfilos e reconhece B-1,3-glicanos ligados
(polimeros de glicose), que sio componentes comnuns da parede celular fiingica em
particular. As células dendriticas expressam, ainda, Dectina-1, bem como diversos
outros receptores fagociticos semelhantes a lectina tipo C, os quais serao discutidos
em relagao a captura de patdgeno para processamento e apresentagao antigénica
no Capitulo 9. Outra lectina tipo C, o receptor de manose (MR, do inglés mannose
receptor) expresso por macrofagos e células dendriticas, reconhece diversos ligantes
manosilados, incluindo alguns presentes em fungos, bactérias e virus. Esse receptor
ja foi suspeito de possuir papel importante na resisténcia a micrébios. Contudo, ex-
perimentos com camundongos que nio possuem esse receptor nao dao suporte a
essaideia. Acredita-se, hoje, que o MR do macrdéfago funcione principalmente como
receptor de eliminagao para glicoproteinas do hospedeiro, como 3-glicuronidase e
hidrolases lisossdmicas, que possuem cadeias laterais de carboidrato contendo ma-
nose e cujas concentragoes extracelulares estdo aumentadas durante a inflamacao.

Um segundo grupo de receptores fagociticos nos macréfagos, denominados recep-
tores de varredura, reconhece diversos polimeros anidnicos e lipoproteinas ace-
tiladas de baixa densidade. Esses receptores sao estruturalmente heterogénicos, e
sdo compostos por pelo menos seis familias moleculares diferentes. Os receptores
de varredura de classe A sdo proteinas de membrana compostas por trimeros de
dominios de coldgeno (ver Fig. 3.2). Eles incluem SR-A I, SR-A IT e MARCO (do in-
glés macrophage receptor with a collagenous structure [receptor de macréfago com
estrutura de coldgeno]), os quais se ligam a diversos componentes da parede celular
bacteriana e auxiliam a internalizar a bactéria, embora a base de sua especificidade
seja pouco entendida. Os receptores de varredura de classe B ligam-se a lipoprotei-
nas de alta densidade e internalizam lipideos. Um desses receptores é CD36, o qual
liga muitos ligantes, incluindo 4cidos graxos de cadeia longa.

Um terceiro grupo de receptores de importéncia crucial na fagocitose de macréfa-
gos e neutrofilos sdo os receptores do complemento discutidos no Capitulo 2, que
ligam os micrdbios revestidos pelo complemento. O receptor do complemento CR3
reconhece e fagocita diretamente micrébios transportando B-glicanos. Todos esses
receptores atuam em conjunto na imunidade inata para facilitar a fagocitose de uma
ampla variedade de microrganismos patogénicos.

3.2 Receptores acoplados a proteina G nos fagdcitos ligam o

reconhecimento microbiano com a eficiéncia aumentada de
morte intracelular

A fagocitose de micrébios por macréfagos e neutrdfilos é geralmente seguida pela
morte do micrdbio no interior do fagdcito. Assim como os receptores fagociticos, os
macrofagos e os neutrofilos possuem outros receptores que sinalizam para estimular
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a morte antimicrobiana. Esses receptores pertencem a uma familia evolutivamente
antiga de receptores acoplados a proteina G (GPCRs, do inglés G-protein-coupled
receptors), que sdo caracterizados por sete segmentos membrana-abrangentes.
Membros dessa familia sao cruciais para a fungao do sistema imune, pois também
direcionam respostas a anafilatoxinas, como o fragmento do complemento C5a (ver
Sec¢ao 2.14), e para diversas quimiocinas (peptideos quimioatraentes e proteinas),
recrutando fagdcitos para os locais de infecgao e promovendo a inflamagao.

O receptor fMet-Leu-Phe (fMLP) é um receptor acoplado a proteina G que sente
a presenca da bactéria pelo reconhecimento de uma tnica caracteristica dos poli-
peptideos bacterianos. A sintese de proteina na bactéria é, em geral, iniciada com
um residuo N-formilmetionina (fMet), um aminoécido presente em procariontes,
mas nao em eucariontes. O receptor fMLP é nomeado com base em um tripeptideo
pelo qual possui alta afinidade, embora ainda se ligue a outros motivos peptidicos.
Os polipeptideos bacterianos que se ligam a esse receptor ativam vias de sinaliza-
¢ao intracelular que direcionam a célula a se mover para a fonte mais concentrada
de ligantes. A sinalizagao por meio do receptor fMLP ainda induz a produgao de
espécies reativas de oxigénio (ROSs, do inglés reactive oxygen species) microbicidas
no fagolisossoma. O receptor C5a reconhece o fragmento pequeno de C5 gerado
quando as vias cldssica ou de lectina sao ativadas, geralmente pela presenca de
microbios (ver Secdo 2.14), e desencadeia respostas similares as do receptor fMLP.
Dessa forma, o estimulo desses receptores guia mondcitos e neutréfilos para o local
de infecgao e desencadeia o aumento da atividade antimicrobiana, e essas respostas
celulares podem ser ativadas diretamente pela sensacao direta de produtos bacte-
rianos Ginicos ou por mensageiros como C5a que indicam o reconhecimento prévio
de um micrébio.

Os receptores acoplados & proteina G sdo assim denominados pois a ligagao de seus
ligantes ativa um membro de uma classe de proteinas intracelulares GTP-ligadas
denominadas proteinas G, algumas vezes denominadas proteinas G heterotrimé-
ricas para distingui-las da familia de GTPases “pequenas” simbolizadas por Ras. As
proteinas G heterotriméricas sao compostas por trés subunidades: Ga, Gf e Gv, das
quais a subunidade a é similar s GTPases pequenas (Fig. 3.3). No estado de repou-
so0, a proteina G estd inativa, ndo associada ao receptor, e uma molécula de GDP é
ligada & subunidade «. A ligacao do ligante induz mudancas conformacionais no
receptor que permitem a sua ligagao a proteina G, o que resulta no deslocamento
de GDP da proteina G e sua substituicao com GTP. A proteina G ativa dissocia-se em
dois componentes, a subunidade « e um complexo de subunidades 8 e y. Cada um
desses componentes pode interagir com outras moléculas de sinalizagao intrace-

Filme 3.2

Figura 3.3 Os receptores acoplados a pro-
teina G sinalizam por acoplamento com pro-
teinas G heterotriméricas intracelulares. Os
receptores acoplados a proteina G (GPCRs), como
o receptor fMet-Leu-Phe (fMLP) e receptores de
quimiocinas, sinalizam por meio de proteinas liga-
das a GTP conhecidas como proteinas G heterotri-
méricas. Em um estado inativo, a subunidade « da
proteina G que liga GDP é associada com as subu-
nidades B ey (primeira figura). A ligagdo do ligante
ao receptor induz uma mudanga conformacional
que permite que o receptor interaja com a proteina
G, o0 que resulta no deslocamento de GDP e liga-
céo de GTP pela subunidade o (segunda figura).
A ligagao de GTP ativa a dissociagio da proteina
G na subunidade « e na subunidade B+, e ambas
podem ativar outras proteinas na face interna da
membrana celular (terceira figura). No caso da si-
nalizagao fMLP nos macrdfagos e nos neutrdfilos,
a subunidade « da proteina G ativada ativa indire-
tamente as GTPases Rac e Rho, enquanto a su-
bunidade By ativa indiretamente a GTPase Cdc42.
As agBes dessas proteinas resultam na montagem
da NADPH oxidase. A sinalizagdo por quimiocina
atua por uma via similar e ativa a quimiotaxia. A
resposta ativada cessa quando a atividade intrin-
seca da GTPase da subunidade « hidrolisa GTP
a GDP, e as subunidades « e By reassociam-se
(quarta figura). O nivel intrinseco de hidrdlise de
GTP por subunidades « € relativamente lento e a
sinalizagao € regulada por proteinas ativadoras de
GTPase adicionais (ndo mostrado), as quais acele-
ram o nivel de hidrdlise de GTP.

A ligagéo do ligante causa uma

associe a proteina G

Antes da ligagéo do ligante, o GPCR mudanga conformacional no b Aizrt:’teina & dissocia-:e nag d b sumﬁ'::i?de el ETPI: :DP'
néo € associado com a proteina G receptor, a qual permite que ele se SUGUMICACES O vB.e BIogS otel PEMECOqtie a8 SLaLnicades
> ativar outras proteinas o e yp sereagsociem

Quimiocina ou fMLP-Leu-Phe

il

O :
L = >
o .0. GDP
4 i : o
GTP m ' ' M

GTP Proteina G GDP -FladFlhu -CDC42
.on heterotrimérica .00 - -

Quimiotaxia

Explosdo respiratéria

A proteina G inativa possui GDP ligado A proteina G libera GDP e liga GTP

Ativagdo das GTPases Rac, Rho e
Cdc4?2 estimula a quimiotaxia ou a
explosdo respiratoria

A sinalizagéo termina




80 Partel

Figura 3.4 Agentes bactericidas produzidos
ou liberados pelos fagdcitos na ingestdo de
microrganismos. A maioria dos agentes listados
sao diretamente toxicos aos micrébios e podem
agir diretamente no fagolisossoma. Eles podem ser
secretados no ambiente extracelular, e muitas des-
sas substancias sao téxicas para as células hos-
pedeiras. Outros produtos fagocitados sequestram
nutrientes essenciais no ambiente extracelular,
tornando-os inacessiveis aos micrébios e impedin-
do o crescimento microbiano. BPI, permeabilidade
bacteriana indutora de proteina; NO, 6xido nitrico.
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lular para transmitir e amplificar o sinal. As proteinas G podem ativar uma ampla
variedade de alvos enziméticos a jusante, como adenilato ciclase (que produz o
segundo mensageiro ciclico AMP), fosfolipase C (cuja ativagdo origina o segundo
mensageiro inositol 1,3,5-trifosfato [IP,] e a liberagao de Ca” livre) e reguladores
das GTPases da familia Ras, que, por sua vez, pode afetar o metabolismo celular, a
motilidade, a expressao génica e a divisao celular.

No caso de sinalizacdo de fMLP e C5a, a subunidade « da proteina G ativada ativa
indiretamente as GTPases pequenas Rac e Rho, enquanto a subunidade B+ ativa
indiretamente a GTPase pequena Cdc42. As agoes dessas proteinas auxiliam no
aumento da capacidade microbicida de macrdéfagos e neutrdfilos que ingeriram os
patdgenos. Na fagocitose, macréfagos e neutrofilos produzem uma variedade de
produtos tdxicos que auxiliam a matar os microrganismos engolfados (Fig. 3.4). O
mais importante sdo os peptideos antimicrobianos descritos na Segao 2.4, espécies
reativas ao nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO), e as espécies reativas ao oxi-
génio (ROS), como o dnion superdxido (O,”) e o perdxido de hidrogénio (H,0,). O
Oxido nitrico é produzido por uma forma de alto rendimento de sintase de 6xido ni-
trico, NOS2 induzivel (iNOS2, do inglés inducible NOS2), cuja expressao é induzida
por uma variedade de estimulos, incluindo fMLP. A ativagao de receptores de fMLP
e C5a estd ainda diretamente envolvida na geragao de ROSs.

O superdxido é gerado por um multicomponente, NADPH oxidase associado a
membrana, também denominado fagécito oxidase. Em fagdcitos nao estimulados,
essa enzima estd inativa pois nao esta totalmente agregada. Um grupo de subunida-
des, o complexo citocromo b, estd localizado nas membranas de granulos neutro-
filicos secundarios e lisossomas dos macrofagos; os outros componentes estao no
citosol. A ativagao de fagdcitos induz a adi¢ao de subunidades citosdlicas ao citocro-
mo b, associado a membrana para formar um NADPH oxidase funcional completo
na membrana do fagolisossoma (Fig. 3.5). Os receptores fMLP e C5a participam do
processo, ativando as GTPases da familia Ras, como Rac2, que sao necessdrias para
a jungao do NADPH oxidase ativo.

A reacao de NADP oxidase resulta em aumento transiente do consumo de oxigénio
pela célula, que é conhecido como erupgéo respiratéria. Ela gera dnion superd-
xido dentro do limen do fagolisossoma, que é convertido pela enzima superdxido

Mecanismos antimicrobianos dos fagdcitos

Classe de mecanismo Produtos de macrofagos Produtos de neutréfilos

Acidificacdo pH = ~3,5-4,0, bacteriostdtico ou bactericida

Superéxido 0,7, perdxido de hidrogénio H,0,, oxigénio livre 'O,
radical hidroxila *OH, hipoalito OCI-

Produtos téxicos
derivados do oxigénio

Oxidos de nitrogénio toxicos Oxido nitrico (NO)

a-Defensinas (HNP1-4), B-defensina
HBD4, catelicidina, azurocidina, BPI,
lactoferricina

Catelicidina, peptideo
derivado de elastase
do macréfago

Peptideos antimicrobianos

Lisozima: digere a parede celular de algumas bactérias gram-positivas

Enzimas Hidrolases &cidas (p. ex., elastase e outras proteases): destréi
micrdbios ingeridos
) Lactoferrina (liga-se a0 Fe®"), proteina
R, de ligag&o a vitamina B,




Neutrdfilos engolfam e matam os
micrébios aos quais se ligam
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Os peplideos fMLP bacterianos ativam Rac2,
e as bactérias sdo capturadas para o
interior dos fagossomos

Os fagossomos fundem-se com os granulos primarios e secundarios; Rac2 induz a unido do
NADPH oxidase funcional na membrana do fagolisossoma, levando a geragdo de O,7; a acidificagdo
como resultado do infiuxo de ion libera proteases granulares a partir da matriz granular

Lisossoma

Rac2 P67 ...p40 p22 P! ﬂ

p47 Granulo
secundario

Fagossomo

Granulo
primario

Figura 3.5 A explosdo respiratéria microbicida nos fagécitos é induzida
pela unido induzida por ativagdo do NADPH oxidase do fagdcito. Os neutro-
filos sdo altamente especializados na captura e morte de patégenos e contém di-
versos tipos de granulos citoplasmaticos diferentes, como os granulos primarios
e secundarios mostrados na primeira figura. Esses granulos contém peptideos
antimicrobianos e enzimas. Nos neutréfilos em repouso, as subunidades do cito-
cromo by, (9p91 e gp22) do NADPH oxidase estao localizadas nas membranas
dos granulos secundarios. Os outros componentes da oxidase (p40, p47 e p67)
estéo localizados no citosol (segunda figura). Em conjunto com as agdes dos
receptores fagociticos, a sinalizagao por receptores fMet-Leu-Phe (fMLP) ou C5a
ativa Rac2. Isso induz a unido das subunidades citosélicas com o citocromo by,
para formar NADPH oxidase ativo na membrana do fagolisossoma, o qual foi for-

mado pela fusdo do fagossomo com lisossomas e granulos primarios e secunda-
rios (terceira figura). O NADPH oxidase ativo transfere um elétron de seu cofator
FAD para o oxigénio molecular formando o ion O, superdxido (azul) e outros
radicais livres de oxigénio no limen do fagolisossoma (terceira figura). ions de
potassio e hidrogénio séo, entéo, colocados no fagolisossoma para neutralizar o
ion de superoxido carregado, aumentando a acidificagéo da vesicula. A acidifica-
céodissocia enzimas granulares como catepsina G e elastase (amarelo) a partir
de sua matriz de proteoglicano, levando a clivagem e a ativagéo pelas proteases
lisossémicas. O, é convertido pelo superdxido dismutase (SOD) para peroxido
de hidrogénio (H,0,), que pode matar microrganismos e é ainda convertido por
outras enzimas e por reagdes quimicas com ions de ferro (Fe*") para hipoclorito
(OCI") microbicida e radical hidroxila (OH).

dismutase em H,0,. Além disso, reagoes quimicas e enzimaticas produzem uma
variedade de quimicos tOxicos a partir de H,0,, incluindo radical hidroxila ("OH),
hipoclorito (OCIl") e hipobrometo (OBr"). Dessa maneira, o reconhecimento direto
de polipeptideos derivados de bactérias ou o reconhecimento de patdgenos prévios
pelo sisterna do complemento ativa um mecanismo potente de morte no interior de
macrdfagos e neutréfilos que ingeriram micrébios via receptores fagociticos. Devido
ao fato de as enzimas hidroliticas, os peptideos de rompimento de membrana e as
ROSs poderem ser liberadas para o ambiente extracelular e serem toxicas as células
hospedeiras, a ativagao fagocitica pode causar extenso dano tecidual.

Os neutrofilos nao sao células residentes dos tecidos e precisam ser recrutados para
o local da infecgao a partir da corrente sanguinea. Sua fungao exclusiva é ingerir e
matar microrganismos. Embora os neutrdfilos estejam eventualmente presentes em
quantidade muito maior que a quantidade de macréfagos em alguns tipos de infec-
¢oOes agudas, eles possuem vida curta e morrem logo apds completar um ciclo de
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fagocitose e consumir seus granulos primérios e secundarios. Os neutréfilos mortos
e os que estdo a ponto de morrer sdo os principais componentes do pus que se for-
ma em abscessos e em feridas infectadas por certas bactérias extracelulares capsu-
ladas, como estreptococos e estafilococos, que sio, dessa forma, conhecidas como
formadoras de pus ou bactérias piogénicas. Os macréfagos, em contrapartida, sio
células de vida longa e continuam a gerar novos lisossomas.

Pacientes com uma doenga denominada doenca granulomatosa crénica (CGD,
do inglés chronic granulomatous disease) possuem uma deficiéncia genética de
NADPH oxidase, na qual seus fagdcitos ndo produzem os derivados de oxigénio
toxicos caracteristicos da explosao respiratdria e, assim, sio menos capazes de
matar os microrganismos ingeridos e eliminar a infeccdo. A forma mais comum de
CGD é uma doenca ligada ao X que se origina de mutagées de inativacdo no gene
codificador da subunidade gp91 do citocromo b, localizado no cromossomo X.
Pessoas com esses defeitos sdo raramente suscetiveis a infecgoes bacterianas e
fungicas, sobretudo na inféncia. Mutagoes autossdmicas em outras subunidades
do NADPH oxidase também podem causar CGD, porém, pode ser branda e ter
inicio tardio.

Os macro6fagos podem fagocitar patégenos e produzir a explosao respiratdria ime-
diatamente ao encontrar um microrganismo infectante e isso pode ser suficiente
para prevenir que uma infecgao se estabelega. No século XIX, o imunologista Elie
Metchnikoff acreditava que a resposta imune dos macréfagos englobava toda a de-
fesa do hospedeiro; entretanto, invertebrados como a estrela-do-mar que ele estava
estudando dependiam inteiramente da imunidade inata para superar a infeccao.
Embora esse nao seja o caso em humanos e outros vertebrados, a resposta imune de
macrdfagos continua a proporcionar uma importante primeira linha de defesa que
deve ser superada se o microrganismo for estabelecer uma infecgao que possa ser
passada a um novo hospedeiro.

Os patdgenos desenvolveram, contudo, uma variedade de estratégias para evitar a
destruigao imediata por macrofagos e neutrofilos. Muitas bactérias extracelulares
patogénicas revestem-se com uma espessa cdpsula de polissacarideo que nao é
reconhecida por nenhum receptor fagocitico. Nesses casos, no entanto, o sistema
do complemento pode reconhecer superficies microbianas, revesti-las com C3b e
entdo sinalizd-las para fagocitose via receptores do complemento, como descrito
no Capitulo 2. Outros patdgenos (p. ex., as micobactérias) desenvolveram maneiras
de crescer dentro dos fagossomos dos macréfagos pela inibigao de sua acidificagao
e fusao com os lisossomas. Sem tais artificios, o microrganismo precisa entrar no
organismo em quantidade suficiente para simplesmente sobrecarregar as defesas
inatas imediatas do hospedeiro e para estabelecer o foco da infeccao.

3.3 Oreconhecimento do patégeno e o dano tecidual iniciam uma
resposta inflamatoria

Um efeito importante da interagao entre patégenos e macréfagos dos tecidos é
a ativagao de macréfagos e outras células imunes para liberar pequenas protei-
nas denominadas citocinas e quimiocinas (citocinas quimioatraentes) e outros
mediadores quimicos que estabelecem estado de inflamacéo no tecido, atrair
mondcitos e neutrofilos para o local da infecgao e permitir que proteinas plas-
maticas entrem no tecido pelo sangue. Uma resposta inflamatdéria é geralmente
iniciada dentro de horas apds a infeccdo ou ferimento. Os macréfagos sdo esti-
mulados a secretar citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias por meio de inte-
ragoes entre micrdbios e produtos microbianos e receptores especificos expres-
sos pelos macréfagos. Antes de examinar tais interacoes de maneira detalhada,
serdo descritos alguns aspectos gerais da inflamacéo e como ela contribui para a
defesa do hospedeiro.

A inflamagao possui trés papéis essenciais para combater a infecgao. O primeiro é
levar moléculas efetoras adicionais e células do sangue para o local da infecgao e,
assim, aumentar a destruicao de microrganismos invasores. O segundo é induzir a
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coagulacdo sanguinea local, que promove uma barreira fisica a propagacao da in-
feccdo na corrente sanguinea. O terceiro é promover o reparo do tecido danificado.

As respostas inflamatdrias sao caracterizadas por dor, vermelhidao, calor e edema
no local da infecgao, refletindo quatro tipos de mudanca nos vasos sanguineos lo-
cais, como mostrado na Figura 3.6. A primeira mudanga é um aumento no didmetro
vascular, levando a fluxo sanguineo local aumentado - daf o calor e a vermelhidao
- ereducgao na velocidade do fluxo sanguineo, sobretudo ao longo das paredes inter-
nas dos pequenos vasos sanguineos. A segunda mudanca consiste na ativagao das
células endoteliais que revestem os vasos sanguineos para expressar moléculas de
adesdo celular que promovem a ligagao de leucdcitos circulantes. A combinagao
entre fluxo sanguineo retardado e moléculas de adesdo permite que os leucdcitos se
fixern ao endotélio e migrem para dentro dos tecidos, processo denominado extra-
vasamento. Todas essas mudangas sao iniciadas por citocinas e quimiocinas pro-
-inflamatdrias produzidas por macrdfagos ativados.

Apos o inicio da inflamagao, os primeiros leucdcitos atraidos para o local da infec-
¢ao sao os neutrodfilos. Estes sao seguidos por mondcitos, que se diferenciam em
macrofagos no tecido (Fig. 3.7). Os mondcitos também sdo capazes de originar
células dendriticas nos tecidos, dependendo dos sinais precisos que recebem de seu
ambiente: por exemplo, o fator estimulante de colonias granulociticas e macrofé-
gicas (GM-CSF, do inglés granulocyte-macrophage colony-stimulating f actor), junto
com a interleucina (IL)-4, induzira os mondcitos a se diferenciarem em células den-
driticas, enquanto o fator estimulante de colonias macrofégicas (M-CSE do inglés
macrophage colony-stimulating factor) induz a diferencia¢ao em macrofagos. Nos
estdgios tardios da inflamacao, outros leucdcitos, como eosinofilos e linfdcitos (ver
Secdo 1.3), também entram no local infectado.

A terceira maior mudanga nos vasos sanguineos locais é o aumento da permeabili-
dade vascular. Assim, em vez de estarem juntas, as células endoteliais que revestem
as paredes dos vasos sanguineos separam-se, levando a saida de liquido e proteinas
a partir do sangue e seus locais de acumulacdo no tecido. Isso explica o inchago,
ou edema, e dor - bern como a acumulagao nos tecidos de proteinas plasmaticas,
como complemento e MBL, que auxiliam na defesa do hospedeiro. As mudangas
que ocorrem no endotélio como resultado da inflamagao sao geralmente conheci-
das como ativacdo endotelial. A quarta mudanga, a coagulagao em microvasos no
local da infecgao, previne o espalhamento do patégeno via sangue.

Essas mudangas sdao induzidas por uma variedade de mediadores inflamatdrios li-
berados como consequéncia do reconhecimento de patégenos pelos macréfagos e,
mais adiante, por neutrofilos e outros leucdcitos. Macréfagos e neutrdfilos secretam
mediadores lipidicos de inflamacao - prostaglandinas, leucotrienos e fator ativa-
dor de plaquetas (PAF, do inglés platelet-activating factor) -, os quais sao rapida-
mente produzidos por vias enzimaéticas que degradam membranas fosfolipidicas.
Suas agoes sao seguidas pelas acoes de quimiocinas e citocinas que sao sintetiza-
das e secretadas pelos macrdfagos em resposta aos patdgenos. A citocina fator de

Figura3.6 A infecgdo estimula os macréfagos
a liberar citocinas e quimiocinas que iniciam a
resposta inflamatdria. As citocinas produzidas
nos locais de infecgéo pelos macréfagos dos te-
cidos causam dilatagéo dos pequenos vasos san-
guineos locais e alteragbes na parede das células
endoteliais. Essas mudangas fazem os leucdcitos,
como mondcitos e neutrdfilos, passarem do interior
dos vasos sanguineos (extravasamento) para o
tecido infectado, guiados pelas quimiocinas pro-
duzidas pelos macrofagos ativados. Os vasos san-
guineos também se tornam mais permeaveis, per-
mitindo que as proteinas plasmaticas e os liquidos
vazem para os tecidos. Juntas, essas mudangas
causam os sinais caracteristicos da inflamagéo,
como calor, dor, vermelhidao e edema no local da
infecgéo.
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Figura 3.7 Os mondcitos circulantes no san-
gue migram para os tecidos infectados e infla-
mados. As interagdes iniciais sdo mediadas por
moléculas de adesao que capturam os mondcitos
da circulagdo e causam a aderéncia destes no en-
dotélio vascular. As quimiocinas ligadas ao endo-
télio vascular sinalizam para que os mondcitos mi-
grem através do endotélio para o tecido subjacente.
Os monécitos, agora diferenciados em macréfagos,
continuam sua migragao para o local da infecgao
sob a influéncla das quimiocinas liberadas durante
a resposta inflamatéria. Os mondécitos que saem do
sangue sdo, ainda, capazes de diferenciar-se em
células dendriticas (ndo mostrado) dependendo
dos sinais que recebem do ambiente.
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necrose tumoral-a (TNF-a, também conhecido simplesmente por TNF [ do inglés
tumor necrosis factor]), por exemplo, é um potente ativador de células endoteliais.
O TNF-« e as citocinas relacionadas serao descritos de maneira mais detalhada na
Secao 3.17.

Além de estimular a explosao respiratoria nos fagdcitos e agir como quimioatraente
para neutréfilos e mondcitos (ver Se¢ao 3.2), C5a também promove inflamacao pelo
aumento da permeabilidade vascular e inducao da expressao de certas moléculas
de adesdo no endotélio. C5a ativa, ainda, mastdcitos locais (ver Secédo 1.3), que sao
estimulados a liberar seus granulos contendo a pequena molécula inflamatdria his-
tamina e o TNF-a, bem como catelicidinas.

Se tiver ocorrido um ferimento, 0s vasos sanguineos danificados desencadeiam
imediatamente duas cascatas enzimaéticas protetoras. Uma é o sistema de quinina
das proteases plasmaticas, que é desencadeado pelo dano tecidual e é uma cascata
de protease similar ao sistema do complemento, no qual as enzimas estao inicial-
mente em forma inativa ou zimégena. O dano tecidual desencadeia uma cascata
enzimadtica na qual uma protease ativada cliva e ativa a proxima protease, resultan-
do na producao de diversos mediadores inflamatérios, incluindo o peptideo vasoa-
tivo bradiquinina. A bradiquinina causa aumento na permeabilidade vascular que
promove o influxo de proteinas plasmaticas para o local da lesdo tecidual. Ela ain-
da causa dor, que, embora seja desagradavel para a vitima, chama a atencao para
o problema e leva a imobilizagao da parte afetada do corpo, o que ajuda a limitar a
propagacao dainfecgao.

O sistema de coagulagio é outra cascata de protease desencadeada no sangue
apds o dano nos vasos sanguineos. Sua ativacao leva a formacao de um coédgulo
de fibrina, cuja fun¢io normal é prevenir a perda sanguinea. Com relacdo a imu-
nidade inata, contudo, o/codgulo cobre fisicamente os microrganismos infecciosos
e previne sua entrada na corrente sanguinea. A cascata de quinina e a cascata de
coagulacao sanguinea sdo, ainda, desencadeadas por células endoteliais ativa-
das e, assim, elas podem possuir papéis importantes na resposta inflamatdria a
patdgenos, mesmo se o ferimento ou a lesao bruta do tecido nao tiver ocorrido.
Dessa forma, minutos apds a penetragao de um patdgeno nos tecidos, a resposta
inflamatdria causa influxo de proteinas e células que podem controlar a infecgao.
Forma-se, ainda, uma barreira fisica no formato de codgulos sanguineos para limi-
tar a propagacao da infec¢ao e tornar o hospedeiro totalmente consciente do local
dainfecgao.
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3.4 OsTLRs representam um sistema antigo de reconhecimento de
patégeno

A produgao de citocinas e quimiocinas pelos macréfagos é resultado do estimulo de
receptores de sinalizagao nessas células por uma ampla variedade de componentes
do patdgeno. Desses receptores, os receptores semelhantes ao Toll (TLRs, do inglés
Toll-like receptors) representam um sisterna de defesa do hospedeiro evolutivamente
antigo. O receptor de proteina Toll foi primeiramente identificado como um gene que
controlava o padrdao embriondrio dorsoventral correto da mosca-da-fruta Drosophila
melanogaster. Porém, em 1996, descobriu-se que, no inseto adulto, a sinalizacdo Toll
induz a expressao de diversos mecanismos de defesa do hospedeiro, incluindo pep-
tideos antimicrobianos como drosomicina (ver Fig. 2.9), e que é fundamental para a
defesa contra bactérias gram-positivas e patdgenos fiingicos. Peptideos antimicrobia-
nos parecern ser a forma mais precoce de defesa contra infecgdo (ver Segao 2.4), e,
assim, os receptores que reconhecem os patdgenos e enviam sinais para a producéao
de peptideos antimicrobianos possuem ummna boa reivindicagdo em ser os receptores
mais precoces dedicados a defesa contra a infecgao em organismos multicelulares.

Descobriu-se que mutagoes no Toll de Drosophila ou em proteinas de sinalizacdo
ativadas pelo Toll diminuiam a produgao de peptideos antimicrobianos e levavam
a suscetibilidade de um inseto adulto a infecgoes fiingicas (Fig. 3.8). Subsequen-
temente, homologos do Toll, denominados receptores semelhantes ao Toll, foram
encontrados em outros animais, incluindo mamiferos, nos quais estao associados
aresisténcia a infecgoes virais, bacterianas ou fingicas. Em plantas, proteinas com
dominios semelhantes as regides de ligagao ao ligante de proteinas TLR estao en-
volvidas na produgao de peptideos antimicrobianos, indicando a antiga associacao
desses dominios com esse meio de defesa do hospedeiro.

3.5 OsTLRs dos mamiferos sao ativados por diferentes padrées
moleculares associados aos patégenos

Existern 10 genes TLR expressos em humanos (13 em camundongos), e cadaum é de-
dicado a reconhecer um grupo distinto de padrdes moleculares que ndo sdo encon-
trados e células de vertebrados saudéveis. Esses padroes sdo caracteristicos de com-
ponentes de microrganismos patogénicos em um ou outro estagio da infecgdo e sdo
geralmente denominados padrées moleculares associados aos patégenos (PAMPs,
do inglés pathogen-associated molecular patterns). Entre eles, os TLRs dos mamife-
ros reconhecem os padrdes moleculares caracteristicos de bactérias gram-positivas
e gram-negativas, fungos e virus. As paredes e membranas celulares bacterianas sao
compostas por arranjos repetidos de protefnas, carboidratos e lipideos, e muitos deles
néo sao encontrados em células animais. Entre eles, os 4cidos lipoteicoicos das pare-
des celulares de bactérias gram-positivas e o lipopolissacarideo (LPS) da membrana
externa da bactéria gram-negativa (ver Fig. 2.7) sdo particularmente importantes no
reconhecimento de bactérias pelo sisterna irnune inato, e sao reconhecidos por TLRs.
Outros componentes microbianos possuem estrutura repetitiva. Os flagelos bacteria-
nos sdo formados por um subgrupo de proteinas repetidas e 0 DNA bacteriano possui
abundantes repeti¢des nao metiladas de CpG dinucleotidico (que é geralmente meti-
lado no DNA de mamiferos). Os virus produzem, quase invariavelmente, RNA de fita
dupla como parte de seus ciclos de vida, um tipo de RNA nao caracteristico de células
de mamiferos saudaveis. Todos sao reconhecidos por TLRs.

Os TLRs dos mamiferos e os ligantes microbianos conhecidos que eles reconhecem
estdo listados na Figura 3.9. Devido a existéncia de relativamente poucos genes TLR,
os TLRs possuem especificidade limitada quando comparados com os receptores de
antigenos do sisterna imune adaptativo. Contudo, eles podermn reconhecer elementos
da maioria dos micrébios patogénicos e sdo expressos por diversos tipos celulares, in-
cluindo macréfagos fagociticos e células dendriticas, células B e certos tipos de células
epiteliais, permitindo o inicio das respostas antimicrobianas em diversos tecidos.

Filme 3.3

Figura 3.8 O Toll é necessdrio para as res-
postas antiflingicas na Drosophifa mefanogas-
ter. Insetos que possuem deficiéncia no receptor
Toll estdo drasticamente mais suscetiveis a in-
fecgbes fungicas quando comparados a insetos
do tipo selvagem. Isso € ilustrado aqui pelo cres-
cimento descontrolado das hifas do patdgeno
normalmente fraco Aspergilius fumigatus em um
inseto com deficiéncia de Toll. (Foto cortesia de J.A.
Hotfmann.)
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Reconhecimento imune inato pelos TLRs de mamiferos

Receptor TCR Ligante Distribuigdo celular
" . Lipomananos (micobacténas)
Heterodimero TLR-1:TLR-2 Lipoproteinas (lipopeptideos diacil; lipopeptideos triaci)
Acidos lipoteicoicos (bactérias gram-positivas) Mondcitos, células dendriticas, mastécitos, eosindfilos, baséfios
q LoFTIEL B-glicanos de parede celular (bactérias e fungos)
Heterodimero TLR-2:TLR-6 Zimosano (fungos)
TLR-3 dsRNA (virus) Células NK

TLR-4 (mais MD-2 e CD14)

LPSs (pactérias gram-negativas)
Acidos lipoteicoicos (bactérias gram-positivas)

Macréfagos, células dendriticas, mastécitos, eosindfilos

TLR-§ Flagelina (bactérias) Epitélio intestinal

TLR-7 ssRNA (virus) pDCs, células NK, eosindfilos, células B
TLR-8 ssRNA (virus) Células NK

TLR-9 DNA com CpG ndo metilado (bactérias e herpes-virus) pDCs, eosindfilos, células B, basdfilos
TLR-10 Desconhecido pDCs, eosindfilos, células B, basdfilos

TLR-11 (somente em camundongos)

Profilina e proteinas semehantes & profilina
(Toxoplasma gondii, bactérias uropatogénicas)

Macréfagos, células dendriticas, células epitefiais do
figado, dos rins e da bexiga

Figura3.9 Reconhecimento imune inato pelos
receptores semelhantes ao Toll (TLRs). Cada
um dos TLRs com especificidade conhecida reco-
nhece um ou mais padrdes moleculares de micror-
ganismos, geralmente pela interagéo direta com
as moléculas da superficie dos patégencs. Alguns
TLRs de proteinas formam heterodimeros (p. ex.,
TLR-1:TLR-2 e TLR-6:TLR-2). dsRNA, RNA de fita
dupla; LPS, lipopolissacarideo; NK, natural killer,
pDCs, células dendriticas plasmocitoides; ssSRNA,
RNA de fita simples.

Os TLRs sdo sensores para a presenca de micrdbios nos espacos extracelulares. Al-
guns TLRs de mamiferos sdo receptores de superficie celular similares ao Toll de
Drosophila, porém, outros sdo localizados intracelularmente nas membranas dos
endossomas, onde detectam patdgenos ou seus componentes que foram levados
para o interior da célula por fagocitose, endocitose mediada por receptor ou macro-
pinocitose (Fig. 3.10). Eles sdo proteinas transmembrana de passagem tinica com
regiao extracelular composta por 18 a 25 copias de repetigio rica emleucina (LRR,
do inglés leucine-rich repeat). Essas muiltiplas LRRs criam uma proteina scaffold em
forma de ferradura que é adaptavel para a ligagao do ligante e o reconhecimento de
superficies externas (convexas) e internas (concavas). Os TLRs dos mamiferos sao
ativados quando a ligacdao de um ligante os induz a formar dimeros ou oligdmeros.
Todas as proteinas dos TLRs dos mamiferos possuem um dominio TIR (do inglés
Toll-IL-1 receptor [receptor do Toll de IL-1]) na sua cauda citoplasmatica, o qual
interage com outros dominios do tipo TIR, geralmente em outras moléculas de si-
nalizacao. Seu nome é originério do fato de o receptor para a citocina interleucina
1B (IL-1B) possuir um dominio TIR em sua cauda citoplasmaética e sinalizar pela
mesma via ativada por alguns TLRs, embora as regioes extracelulares dos receptores
de IL-1 sejam compostas por dominios semelhantes a imunoglobulinas e nao por
LRRs. Anos ap6s a descoberta dos TLRs de mamiferos, nao se sabia se eles faziam
contato direto com produtos microbianos ou se sentiam a presenga de micrébios
por alguma forma indireta. O Toll de Drosopkhila, por exemplo, ndo é um receptor de
reconhecimento do padréao classico. Ele nao reconhece produtos patogénicos dire-
tamente; em vez disso, ele é ativado quando se liga a versao clivada de uma proteina
propria, Spatzle. Drosophila possui outras moléculas diretas de reconhecimento do
patdgeno e elas desencadeiam a cascata proteolitica que acaba na clivagem de Spat-
zle. Contudo, recentes estruturas de cristais de raio X de trés TLRs diméricos de ma-
miferos ligados a seus ligantes mostram que pelo menos alguns TLRs de mamiferos
fazem contato direto com os ligantes microbianos.

TLR-1, TLR-2 e TLR-6 de mamiferos sao receptores de superficie celular que sao ati-
vados por diversos ligantes, incluindo o 4dcido lipoteicoico e as lipoproteinas diacil
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Lipopeptideos Lipopeptideos

diacil triacil

Flagelina

ssRNA

dsRNA

Endossoma

DNA de CpG Membrana plasmética

e triacil de bactérias gram-negativas. Eles sao encontrados em macréfagos, células
dendriticas, eosindfilos, baséfilos e mastdcitos. A ligacao do ligante induz a forma-
¢ao de heterodimeros de TLR-2 e TLR-1 ou de TLR-2 e TLR-6.

A estrutura de cristais de raios X de um ligante lipopeptideo triacil sintético liga-
do a TLR-1 e TLR-2 mostra exatamente como ele induz a dimerizacao (Fig. 3.11).
Duas das trés cadeias lipidicas ligam-se a superficie convexa de TLR-2, enquanto
a terceira se liga a superficie convexa de TLR-1. A dimerizagdo aproxima os domi-
nios TIR citoplasmaticos das cadeias de TLR para iniciar a sinalizagao. Presume-se
que interagoes similares ocorram com ligantes lipopeptidicos diacil que induzem a
dimerizacao de TLR-2 e TLR-6. O reconhecimento de alguns ligantes pelo hetero-
dimero TLR-2:TLR-6, como acidos graxos de cadeia longa e 3-glicanos de parede
celular, necessita de um correceptor associado. O receptor de varredura CD36, que
liga dcidos graxos de cadeia longa, e a Dectina-1, que liga os B-glicanos (ver Segao
3.1), cooperam com TLR-2 no reconhecimento do ligante.

O TLR-5 é expresso na superficie celular de macréfagos, células dendriticas e células
epiteliais intestinais. Ele reconhece a flagelina, a subunidade da proteina do flagelo
bacteriano. O TLR-5 reconhece um sitio altamente conservado na flagelina que é
ocultado e inacessivel no filamento flagelar agregado. Isso significa que o receptor
s0 ¢é ativado por flagelina monomérica, a qual é produzida pela quebra enzimaética
de bactérias flageladas no espago extracelular. Camundongos, mas nao humanos,
expressam TLR-11, o qual divide com TLR-5 a habilidade de reconhecer uma pro-
tefna intacta. O TLR-11 é expresso por macréfagos e células dendriticas e, ainda,
por células epiteliais do figado, dos rins e da bexiga. Camundongos deficientes de
TLR-11 desenvolvem infec¢des urindrias causadas por cepas uropatogénicas de

Figura3.10 Localizagdes celulares dos recep-
tores semelhantes ao Toll (TLRs) de mamife-
ros. Alguns TLRs estéo localizados na superficie
celular de células dendriticas, macréfagos e outras
células, onde sdo capazes de detectar moléculas
extracelulares dos patdgenos. Acredita-se que
os TLRs atuem como dimeros; somente os que
atuam como heterodimeros sdo moestrados aqui
na forma dimérica. Os outros atuam como homo-
dimeros. Os TLRs localizados intracelularmente,
na parede do endossoma, podem reconhecer
compenentes microbianes, come DNA, que sdo
acessiveis somente depois que o micrébio tiver
sido destruido. Os lipopeptideos diacil e triacil
reconhecidos pelos receptores heterodiméricos
TLR-6:TLR-2 e TLR-1:TLR-2, respectivamente, sdo
derivados do &cido lipoteicoico da parede celular
de bactérias gram-positivas e de lipoproteinas da
superficie de bactérias gram-negativas. dsRNA,
RNA de fita dupla; ssRNA, RNA de fita simples.

Figura 3.11 Reconhecimento direto dos
padrées moleculares associados aos patoge-
nos por receptor semelhante ao Toll (TLR)-1
e TLR-2. TLR-1 e TLR-2 estdo localizados nas
superficies celulares (figura & esquerda), onde
podem reconhecer diretamente lipoproteinas triacil
bacterianas (figura central). As superficies con-
vexas de seus dominios extracelulares possuem
sitios de ligagdo para cadeias lipidicas laterais de
lipopeptideos triacil. Na estrutura cristal (figura a di-
reita), o ligante € um lipideo sintético que pode ati-
var dimeres TLR-1:TLR-2. Ele possui trés cadeias
de &cidos graxos ligados a um polipeptideo princi-
pal. Duas cadeias de acidos graxos ligam-se a um
bolso na superficie convexa do ectodominio TLR-2,
e a terceira cadeia se associa a um canal hidro-
fobico na superficie convexa de ligagdo de TLR-1,
induzindo a dimerizagao de duas subunidades de
TLR e aproximando seus dominios TIR citoplasma-
ticos para iniciar a sinalizagéo. (Estrutura cortesia
de Jie-Oh Lee.)

As superficies convexas de TLR-1 e TLR-2
possuem sitios de ligagdo para cadeias lipidicas
laterais de lipopeptideos triacil

A ligagéo de cada TLR ao mesmo lipopeptideo
induz a dimerizagdo, trazendo seus dominios
TIR citoplasmaticos em maior proximidade

Lipopeptideo

wv{ TLR1
N

\
‘ Dominio
TIR
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Escherichia coli, embora um ligante bacteriano para TLR-11 ainda nao tenha sido
identificado. O TLR-11 pode ser ativado pela proteina profilina ligada a actina dos
mamiferos. O parasito protozodrio Toxoplasma gondii expressa uma proteina simi-
lar a profilina, e camundongos com auséncia de TLR-11 desenvolvem dano tecidual
mais grave na infec¢ao com Toxoplasma, sugerindo que a proteina do Toxoplasma
pode ser um ligante natural para TLR-11.

Nem todos os TLRs dos mamiferos sdo receptores de superficie celular. Os TLRs que
reconhecem 4cidos nucleicos estao localizados nas membranas dos endossomas,
para onde sao transportados via reticulo endoplasmético. O TLR-3 é expresso por
macrofagos, células epiteliais intestinais, células dendriticas e células NK. Ele reco-
nhece o RNA de fita dupla (dsRNA, do inglés double-stranded RNA), que é um repli-
cador intermedidrio de muitos tipos de virus, ndo apenas para os com genomas de
RNA. O dsRNA ¢ internalizado pela endocitose direta de virus com genoma de RNA
de fita dupla, como o rotavirus, ou pelafagocitose de células que estdo morrendo nas
quais o virus estd se replicando, e encontra os TLRs quando a vesicula endocitica
internaliza ou o fagossomo se funde com o endossoma contendo TLR. Andlises cris-
talograficas mostram que o TLR-3 se liga diretamente ao dsRNA. O ectodominio de
TLR-3 (o dominio de ligagao do ligante) possui dois sitios de contato para dSRNA: um
na por¢ao aminoterminal e outro préximo da porcao carboxiterminal da membrana
proximal. A simetria dupla do dsRNA permite que ele se ligue simultaneamente a
dois ectodominios de TLR-3, induzindo a dimerizacdo que junta seus dominios TIR
e ativa a sinalizacao intracelular. Mutacoes no ecotdominio do TLR-3 humano, o qual
produz perda de func¢io que age dominantemente no receptor mutado, tém sido as-
sociadas a encefalite causada por falha no controle do herpes-virus simples.

TLR-7 e TLR-9, assim como TLR-3, sdo sensores nucleotidicos endossdmicos en-
volvidos no reconhecimento dos virus. Eles sdo encontrados em pDCs, células NK,
células B e eosinofilos. O TLR-7 é ativado por RNA de fita simples (ssRNA, do inglés
single-stranded RNA). O ssRNA é um componente das células de mamiferos sauda-
veis, mas estd normalmente confinado ao nicleo e ao citoplasma e nao estd presente
nos endossomas. Muitos genomas de virus, por exemplo, os do flavivirus (como o vi-
rus do ceste do Nilo) e da raiva, sio ssRNA. Quando particulas extracelulares desses
virus sofrem endocitose por macréfagos ou células dendriticas, eles sao descobertos
no ambiente dcido de endossomas e lisossomas, expondo o genoma do ssRNA para
reconhecimento pelo TLR-7. Em situacoes anormais, o TLR-7 pode ser ativado por
ssRNA autoderivado. Normalmente, as RNases extracelulares degradam o ssRNA li-
berado das células apoptdticas durante a lesdo tecidual. Porém, em um modelo de
camundongos de ltipus nefrdtico, uma condic¢ao inflamatéria dos rins, observou-se
que o reconhecimento TLR-7 do auto-ssRNA contribui para a doenca. Contudo, ain-
da nao estd claro se autoimunidade similar nos humanos é causada por essa via.

O TLR-9reconhece dinucleotideos CpG nao metilados. Nos genomas de mamiferos,
os dinucleotideos CpG no DNA gendmico sao altamente metilados na citosina pelas
metiltransferases de DNA. Porém, nos genomas de bactérias e varios virus, os dinu-
cleotideos CpG permanecem nao metilados e representam outro PAMP.

A entrega de TLR-3, TLR-7 e TLR-9 do reticulo endoplasmatico para o endossoma
depende de suainteragao com uma proteina especifica, UNC93B1, a qual é compos-
ta por 12 dominios transmembrana. Camundongos com auséncia dessa proteina
possuem defeitos na sinalizagao por esses TLRs endossdmicos. Mutagoes humanas
raras em UNC93BI1 foram identificadas como causa da suscetibilidade para ence-
falite por herpes simples, de maneira similar a deficiéncia de TLR-3, mas nao pre-
judicam a imunidade a diversos outros patégenos virais, provavelmente devido a
existéncia de outros sensores virais, os quais serao discutidos adiante neste capitulo.

3.6 OTLR-4 reconhece o LPS bacteriano em associa¢do com as proteinas
acessorias MD-2 e CD14 do hospedeiro

Nem todos os TLRs dos marmiferos ligam-se a seus ligantes de maneira tao direta. O
TLR-4 é expresso por diversos tipos de células do sisterna imune, incluindo células
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dendriticas e macrdfagos. Ele é importante para sentir e responder a diversas in-
feccoes bacterianas. O TLR-4 reconhece o LPS bacteriano por um mecanismo que
¢é parcialmente direto e parcialmente indireto. O LPS é um componente da parede
de células de bactérias gram-negativas, como Salmonella, que ha muito se sabe que
induz reacdo no hospedeiro infectado. A injegao sistémica de LPS causa colapso dos
sistemas circulatdrio e respiratdrio, condi¢ao conhecida como choque. Esses efei-
tos drasticos do LPS sdao conhecidos nos humanos como choque séptico, o qual
resulta de uma infecgao bacteriana sistémica descontrolada, ou sepse. Nesse caso,
o LPS induz supersecrecio de citocinas, principalmente TNF-a (ver Se¢ao 3.16). Ca-
mundongos mutantes com auséncia da fun¢ao de TLR-4 sdo resistentes ao choque
séptico induzido por LPS, mas sdo altamente sensiveis a patégenos transportando
LPS, como Salmonella typhimurium, um patdégeno natural de camundongos. Na
verdade, TLR-4 foi identificado como o receptor para LPS por clonagem posicional
de seu gene de uma cepa de camundongo C3H/He] resistente ao LPS, o qual abriga
uma mutacdo naturalmente ocorrida na cauda citoplasmatica de TLR-4 que inter-
fere na habilidade de o receptor sinalizar. Quando o choque séptico for discutido
de maneira mais detalhada adiante neste capitulo, serd possivel ver que essa € uma
consequénciaindesejada das mesmas agoes efetoras de TNF-a que sdo importantes
na contencao de infeccoes locais.

O LPS varia em composigao entre diferentes bactérias, mas é composto essencial-
mente por nicleo polissacaridico anexado a um lipideo anfipatico, lipideo A, com
numero variavel de cadeias de dcidos graxos por molécula (ver Fig. 2.7). Para re-
conhecer o LPS, o ectodominio de TLR-4 utiliza uma proteina acesséria, MD-2. A
MD-2 inicialmente se liga ao TLR-4 dentro da células e é necessaria para o trafego
correto de TLR-4 para a superficie celular e para o reconhecimento do LPS. MD-2
associa-se a parte central do ectodominio curvado de TLR-4, deslocando-se para
um dos lados como mostrado na Figura 3.12. Quando o complexo TLR-4-MD-2 en-
contra o LPS, cinco cadeias lipidicas de LPS ligam-se a uma bolsa profunda hidro-
fébica de MD-2, mas nio diretamente ao TLR-4, enquanto uma sexta cadeia conti-
nua exposta na superficie de MD-2. Essa cadeia lipidica e partes da espinha dorsal
do LPS polissacarideo ligam-se diretamente a uma regiao na superficie convexa do
ectodominio de uma segunda molécula de TLR-4. Assim, a dimerizacdo de TLR-4
necessaria para ativar a sinalizacdo intracelular depende de interagoes diretas e in-
diretas com o LPS.

A ativagao de TLR-4 pelo LPS envolve duas outras proteinas acessdrias além de
MD-2. O LPS é um componente integral da membrana externa de bactérias gram-
-negativas, porém, durante uma infecgao, pode se separar da membrana e ser cap-
turado pela proteina ligadora de LPS presente no sangue e no liquido extracelular
dos tecidos. O LPS é transferido da proteina ligadora de LPS para uma segunda pro-
teina, CD14, a qual estd presente na superficie de macréfagos, neutrdfilos e células
dendriticas. CD14, por si sd, pode atuar como receptor fagocitico, mas em macro-
fagos e células dendriticas pode atuar, ainda, como proteina acessdria para TLR-4.

3.7 OsTLRs ativam os fatores de transcrigdo NF«B, AP-1 e IRF para
induzir a expressao de citocinas inflamatérias e IFNs tipo |

A sinalizagao pelos TLRs de mamiferos em vérios tipos celulares induz uma gama
diversa de respostas intracelulares que, juntas, resultam na producéo de citocinas
inflamatdrias, fatores quimiotdticos, peptideos antimicrobianos e citocinas anti-
virais interferon (IFN)-« e IFN-3, que sdo IFNs tipo I. Essa produgao é possivel
pois a sinalizagao de TLR é capaz de ativar diversas vias de sinalizagao diferentes
em que cada uma ativa diferentes fatores de transcri¢ao. Uma via ativa os fatores de
transcri¢ao NFkB (Fig. 3.13), os quais estéo relacionados ao DIF, o fator ativado pelo
Toll de Drosophila. Os TLRs de mamiferos ainda ativam diversos membros da fami-
lia do fator de transcrigéo fator regulador de interferon (IRF, do inglés interferon
regulatory factor) por uma segunda via, e ativam membros da familia da proteina
ativadora 1 (AP-1, do inglés activator protein 1), como c-Jun, por outra via de sinali-
zagao envolvendo proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKs, do inglés
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Figura 3.12 O receptor semelhante ao Toll
(TLR)-4 reconhece o lipopolissacarideo (LPS)
juntamente com a proteina acesséria MD-2. Fi-
gura a: vista lateral do complexo simétrico de
TLR-4, MD-2 e LPS. As espinhas dorsais de po-
lipeptideos de TLR-4 sdo mostradas em verde e
azul-escuro. A estrutura contém toda a regido ex-
tracelular de TLR-4, composta pela regido de re-
petigao rica em leucina (LRR) (mostrado em verde
e azul-escuro), mas ndo possui o dominio de si-
nalizagéo infracelular. A proteina MD-2 é mostrada
em azul-claro. Cinco das cadeias acil de LPS (mos-
trado em vermelho) estdo inseridas em um bolso
hidrofdbico dentro de MD-2. O restante do glicano
de LPS e uma cadeia lipidica (em laranja) fazem
contato com a superficie convexa de um TLR-4.
Figura b: a vista superior da estrutura mostra que
uma molécula de LPS faz contato com uma subu-
nidade de TLR-4 em sua superficie convexa (exter-
na), enquanto se liga a uma molécula de MD-2 que
estd anexa a outra subunidade TLR-4. A proteina
MD-2 desloca-se para um lado da regido de LRR
de TLR-4. (Estrutura cortesia de Jie-Oh Lee.)
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mitogen-activated protein kinases). NFkB e AP-1 atuam primariamente na indugio
daexpressao de citocinas proé-inflamatdrias e fatores quimiotéticos, enquanto os fa-
tores IRF sdo particularmente importantes para ainducao de IFNs antivirais tipo I.
Descreve-se aqui como a sinalizagao de TLR induz a produgao de citocinas e IFNs;
adiante, neste capitulo, serd discutido como essas proteinas exercem seus efeitos.

A sinalizagao de TLR € ativada pela dimerizacao induzida pelo ligante de dois ectodo-
minios de TLR, os quais aproximam seus dominios TIR citoplasmaticos, permitindo
que eles interajam com os dominios TIR das moléculas adaptadoras citoplasmaticas
que iniciam a sinalizagao intracelular. Existem quatro adaptadores utilizados pelos
TLRs de mamiferos: MyD88 (do inglés myeloid differentiation factor 88 [fator de dife-
renciacgdo mieloide 88]), MAL (do inglés MyD88 adaptor-like [adaptador semelhante
a MyD88]), TRIF (do inglés TIR domain-containing adaptor-inducing IFN- [domi-
nio TIR contendo IFN-B induzido por adaptador]) e TRAM (do inglés TRIF-related
adaptor molecule [molécula adaptadora relacionada a TRIF)). E significativo o fato de
diferentes TLRs interagirem com diferentes combinagoes desses adaptadores. TLR-5,
TLR-7 e TLR-9 interagem apenas com MyD88, o qual é necessério para a sinalizagao.
TLR-3 interage apenas com TRIF, o qual é também necessério para a sinalizagao. Ou-
tros TLRs utilizam MyD88 pareado com MAL ou utilizam TRIF pareado com TRAM. A
sinalizagio pelos heterodimeros de TLR-2 (TLR-2/1 e TLR-2/6) requer MyD88/MAL.
A sinalizagio de TLR-4 utiliza os pares de adaptadores MyD88/MAL e TRIF/TRAM. E
importante notar que a escolha do adaptador influencia quais sinais serao ativados
pelo TLR. Primeiramente, sera considerada a via de sinalizagao desencadeada pelos
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TLRs que utiliza MyD88 e, entao, a via de sinalizagao estimulada pelos dcidos nuclei-
cos virais que levam a producgao de IFN.

Dois dominios de proteinas de MyD88 sao responsaveis por sua fungao como adap-
tador: um dominio TIR na porgao carboxiterminal e um dominio de morte na por-
¢ao aminoterminal. Os dominios de morte formam heterodimeros com dominios
de morte similares em outras proteinas de sinalizacao intracelular, e serd possivel
encontré-los adiante em outras vias de sinalizacao. Eles sao assim denominados
pois foram primeiramente identificados em proteinas de sinalizacdao envolvidas
na apoptose ou morte celular programada. O dominio TIR e o dominio de morte
sdo essenciais para a fungao de MyD88, como demonstrado por raras mutagoes
no MyD88 em humanos. Mutacdes em qualquer um dos dominios estdo associa-
das com imunodeficiéncia caracterizada por infecgoes bacterianas recorrentes. O
dominio TIR MyD88 interage com o dominio TIR do TLR, enquanto o dominio de
morte recruta e ativa duas proteinas quinases serinas treoninas - IRAK4 (do inglés
ILI-receptor associated kinase 4 [receptor de IL-1 associado 4 quinase 4]) e IRAK1
- via seus dominios de morte. O complexo IRAK recruta TRAF-6, uma ubiquitina
ligase E3. A ligase E2 TRICAL, agindo em cooperacao com TRAF-6, gera entdao uma
varredura de cadeias de poliubiquitina em TRAF-6 e na proteina NEMO que recruta
e ativa a quinase serina treonina TAK1.

A TAKI1 possui duas fungoes importantes. Ela ativa certas MAPKs, como a quinase
terminal c-Jun (JNK) e MAPK14 (p38 MAPK), as quais ativam os fatores de trans-
cri¢ao da familia AP-1. TAK1 também fosforila e ativa o complexo de quinase IxB
(IKK, do inglés IxB kinase), o qual é composto por trés proteinas: IKKa, IKKRB e IKKy
(conhecido ainda como proteina NEMO, do inglés NFxB essential modifier [modi-
ficador essencial NFkB]). O IKK ativado fosforila IkB, que entao libera NFxB. Este
move-se para o interior do niicleo, onde induz a transcricdo dos genes para citoci-
nas pro-inflamatérias, como TNF-q, IL-11 e IL-6. As agOes dessas citocinas na res-
posta imune inata estao descritas na segunda metade deste capitulo. O desfecho da
ativagao de TLR depende, ainda, do tipo celular. A ativagao de TLR-4 via MyD88 em
células epiteliais especializadas, como as células de Paneth do intestino (ver Segao
2.4), resulta na producéo de peptideos antimicrobianos, um exemplo mamifero da
antiga funcao das proteinas semelhantes ao Toll.

Ahabilidade de os TLRs ativarern NFxB € crucial para o papel de alertar o sistema imu-
ne para a presenca de patdgenos bacterianos. Raros exemplos de mutagoes inativas na
IRAK4 nos humanos causam uma imunodeficiéncia, a deficiéncialRAK4, que se asse-
melha a deficiéncia MyDB88 que € caracterizada por infecgoes bacterianas recorrentes.
Mutagoes na NEMO de humanos produzem uma sindrome conhecida como displa-
sia ectodérmica hipo-hidrética ligada ao X com imunodeficiéncia ou deficiéncia
NEMO, a qual é caracterizada por imunodeficiéncia e defeitos de desenvolvimento.

Figura 3.13 A sinalizagdo do receptor seme-
Ihante ao Toll (TLR) pode ativar o fator de trans-
crigdo NFB, o qual induz a expresséo de cito-
cinas pré-inflamatdrias. Primeira figura: os TLRs
sinalizam via dominios TIR citoplasmaticos, os
quais sdo apreximados pela dimerizagao de seus
ectodominios pelo ligante. Alguns TLRs que utili-
zam a proteina adaptadora MyD88 utilizam o par
MyDB88/MAL. O dominio de morte MyD88 recruta
as quinases serinas treoninas IRAK1 e IRAK4, em
associagdo com a ligase E3 ubiquitina TRAF-6.
IRAK sofre autoativagao e fosforila TRAF-6, ati-
vando sua atividade da ligase E3. Segunda figura:
TRAF-6 coopera com uma ligase E2, TRICA1, para
ubiquitinar a propria TRAF-6 e NEMO, um com-
ponente do complexo IKK, criando armagdes de
poliubiquitinas nessas proteinas. Essas armagdes
de poliubiquitinas sdo construidas pela ligagdo de
ubiquitina pela sua lisina 63 (K63) e nado sinalizam
para a degradagdo de proteina no proteossoma
(ver Segéo 7.5). Proteinas adaptadoras TAB-1 e
TAB-2, que fermam um complexo com TAK1, ligam-
-se a armagao de ubiquitina na TRAF-6, permitindo
que TAK1 seja fosforilada por IRAK. Terceira figura:
TAK1 pode, entdo, associar-se com a armagac de
ubiquitina em NEMO, permitindo que TAK1 fos-
forile IKKRB, que é ativada e fosforila IxB. Quarta
figura: IB fosforilado é marcade pela ubiquitinagao
(n@o mostrado) para sofrer degradagéo, liberande
NFkB, o qual é composte por duas subunidades,
p50 e p65. NFkB entra no nicleo e ativa a trans-
crigdo de muitos genes, incluinde os que codificam
citocinas inflamatérias. TAK1 também estimula a
ativagdo das proteinas quinases ativadas por mito-
geno (MAPKs) JNK e p38, que fesferilam e ativam
os fatores de transcrigao AP-1 (ndo mostrado).
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Figura 3.14 A expressdo de interferon (IFN)
antiviral em resposta a acidos nucleicos virais
pode ser estimulada por duas vias distintas
de diferentes receptores semelhantes ao Toll
(TLRs). Figura a esquerda: TLR-3 sente os virus
de RNA de fita dupla (dsRNA) e sinaliza pela via in-
dependente de MyD88 que utiliza a proteina adap-
fadora estruturalmente semelhante TRIF. Via seu
dominio de morte, TRIF ativa as quinases serinas
treoninas IkKe (IKKe) e TBK1. Pelo envolvimento
de TRAF3 e TRAF6 (ndo mostrado), ocorre a fos-
forilag&o do fator de transcrigdo IRF3, o qual entra
no nuclec e induz a expressac do gene de IFN-B.
Figura a direita: TLR-7 detecta RNA de fita simples
(ssRNA) e sinaliza via MyD88 para fosforilar e ati-
var o fator de transcrigéo IRF7. Este entra no ni-
cleo eliga a expressao de genes de IFN-B e IFN-a..
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Os acidos nucleicos sentem a sinalizacao de TLRs - TLR-7, TLR-8 e TLR-9 -, unica-
mente por MyD88 para ativar os fatores de transcri¢do IRF que induzem a produgao
dos IFNs antivirais tipo I (Fig. 3.14). Na auséncia de infecgao, os IRFs sdo mantidos
no citoplasma em um formato inativo e apenas se tornam transcricionalmente ati-
vos ap06s serem fosforilados nos residuos de serina e treonina localizados em suas
porgoes carboxiterminais. Dos nove membros da familia IRF, IRF3 e IRF7 sao parti-
cularmente importantes na sinalizagao de TLR. MyD88 pode interagir, novamente
por meio de seu dominio de morte, diretamente com IRF7 no compartimento en-
dossdmico. Dessa maneira, os TLRs endossdmicos - TLR-7 e TLR-9 - podem ativar
IRF7, resultando na produgao de IFN-a e IFN-B por células como as células den-
driticas plasmocitoides. Além disso, o TLR-3, que reconhece o RNA de fita dupla,
pode ativar uma via de sinalizagdo independente de MyD88 pelo recrutamento da
proteina adaptadora TRIF. A TRIE ao contrdrio de MyD88, liga-se e ativa as quinases
IkKe e TBK1. Estas, por sua vez, fosforilam IRF3, que induz a expressiao de IFN-3.
TLR-4 pode, ainda, ativar essa via pela ligacdo de TRIF em vez de MyD88.

A habilidade coletiva de os TLRs ativarem IRFs e NFkB significa que eles podem
estimular respostas antivirais ou antibacterianas quando necessdrio. Na deficiéncia
de IRAK4 em humanos, por exemplo, nenhuma suscetibilidade extra para infecgoes
virais foi observada. Isso poderia sugerir que a ativagdao de IRF nao estd prejudicada
e a producao de IFNs antivirais ndo estd afetada. Os TLRs sao expressos por diferen-
tes tipos celulares envolvidos na imunidade inata e por algumas células epiteliais, e
a resposta gerada por eles se diferenciard em alguns aspectos, dependendo do tipo
celular que esta sendo ativado.

3.8 Os receptores semelhantes ao NOD atuam como sensores
intracelulares de infecgao bacteriana

Todos os TLRs estdo localizados nas superficies celulares ou nas vesiculas intracelu-
lares das membranas, e sentemn a presenca de patdgenos extracelulares. Qutra grande
familia de receptores que utiliza os dominios de varredura LRR para detectar produ-
tos patogénicos estd localizada no citoplasma. Eles sdo os receptores semelhantes ao
NOD (NLRs, do inglés NOD-like receptors), os quais contém um dominio de oligome-
rizagao de nucleotideo-ligante (NOD, do inglés nucleotide-binding oligomerization do-
main) centralmente localizado e um dominio LRR préximo & porgao carboxiterminal.
Os NLRs sdo sensores intracelulares para produtos microbianos e ativam NF«kB para
iniciar as mesmas respostas inflamatdrias que os TLRs. Os NLRs sao considerados uma
familia muito antiga de receptores da imunidade inata pois as proteinas de resisténcia
(R) que fazem parte das defesas de plantas contra patdgenos sao homalogos NLR.

Subfamilias de NLRs podem ser distinguidas na base dos dominios de proteinas en-
contrados préximos as porgoes aminoterminais. A subfamilia NOD possui uma por-
¢do aminoterminal dominio de recrutamento de caspases (CARD, do inglés caspase
recruitment domain) (Fig. 3.15), inicialmente reconhecida por seu papel em mediar
interagdes com a familia de proteases denominadas caspases (proteases dcidas ciste-
ina-aspdrtica), as quais sao importantes em diversas vias intracelulares, incluindo as
que levam a morte celular por apoptose. CARD estd relacionado ao dominio de morte
em MyDB88 e pode dimerizar com os dominios CARD em outras proteinas. As protei-
nas NOD reconhecem fragmentos dos peptideoglicanos da parede celular bacteria-
na, embora nao se saiba se isso ocorre por ligagio direta ou por proteinas acessorias.
NODI1 sente o dcido diaminopimélico y-glutamil (iE-DAP), um produto de separa-
¢ao de peptideoglicanos de bactérias gram-negativas como Salmonella e Listeria, as
quais entram no citoplasma celular, enquanto NOD2 reconhece o dipeptideo mura-
mil, o qual estd presente nos peptideoglicanos da maioria das bactérias.

Quando NOD1 ou NOD2 reconhecem seus ligantes, eles recrutam a quinase serina tre-
onina contendo CARD RIPK2 (conhecida ainda como RICK e RIP2). RIPK?2 ativa a qui-
nase TAK1, a qual ativa NF«B via ativacao de IKK, como mostrado na Figura 3.13. NFxB
induz, entao, a expressao de genes para citocinas inflamatdrias. Mantendo seu papel
como sensores para componentes bacterianos, as protefnas NOD sao expressas em
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células que sao expostas, rotineiramente, a bactérias. Essas células incluem células epi-
teliais que formarn a barreira que a bactéria deve cruzar para estabelecer uma infecgao
no organismo, e macréfagos e células dendriticas que ingerem bactérias que cruzaram
a barreira. Os macrdfagos e as células dendriticas expressam TLRs, bem como NOD1
e NOD2, e sao ativados por ambas as vias. Nas células epiteliais, contudo, os TLRs sdao
expressos fracamente ou nédo sdo expressos, e NODI é um ativador importante da res-
posta imune inata nessas células. NOD2 parece possuir um papel mais especializado,
sendo fortemente expresso nas células de Paneth do intestino, onde regula a expressao
de peptideos antimicrobianos potentes, como as o e 3-defensinas (ver Cap. 2).

Consistente com isso, a perda de func¢ao por mutagoes em NOD2 em humanos esta
associada a uma condigéo inflamatéria do intestino denominada doenga de Crohn
(discutida no Cap. 15). Alguns pacientes com essa condi¢ao carregam mutagoes no
dominio LRR de NOD2 que prejudicam sua habilidade de sentir o dipeptideo mu-
ramil e ativar NFkB. Acredita-se que isso diminua a produgao de defensinas e ou-
tros peptideos antimicrobianos, enfraquecendo, assim, a func¢ao natural da barreira
do epitélio intestinal e levando a inflamacao caracteristica dessa doenga. Mutacoes
com ganho de fungdao em NOD2 humano produzem uma desordem inflamatdria
chamada de sindrome de Blau, a qual é caracterizada pela inflamacao espontinea
nas articulagoes, nos olhos e na pele. A ativagao de mutagoes nos dominios NOD
parece promover a cascata de sinalizagao na auséncia de ligante, levando a uma
resposta inflamatdria inapropriada na auséncia de patigenos.

Outra grande subfamilia de proteinas NLR possui um dominio de pirina na sua
porgao aminoterminal e é conhecida como familia NLRP (Fig. 3.16). Os dominios
de pirina estdo estruturalmente relacionados a CARD e a dominios de morte, e in-
teragem com outros dominios de pirina. Os humanos possuem 14 proteinas NLR
que contém dominios de pirina. A melhor caracterizada é a NALP3 (ainda deno-
minada NLRP3 ou criopirina), a qual é um importante sensor de dano ou estresse
celular. Em células estressadas, como as expostas a infecgao, ela associa-se a uma
proteina adaptadora e & caspase 1 protease para formar um complexo denominado
inflamassoma. A caspase 1 é necessaria para o processo proteolitico de algumas
citocinas pré-inflamatorias, o qual é necessario antes que possam ser expressas. Em
células sauddveis, o dominio LRR de NALP3 estd ligado a proteinas acessérias que
mantém NALP3 em estado monomeérico inativo. Uma ampla variedade de estimulos
celulares ativa NALP3, e acredita-se que o estimulador comum seja o efluxo de ions
K' citoplasmaticos que ocorre em células estressadas. A consequente baixa concen-
tracao de K intracelular causa a dissociagao das proteinas acessérias de NALP3. O
inflamassoma fornece um quadro estrutural no qual a caspase 1 se torna enzima-
ticamente ativa apds a clivagem autocatalitica dependente de ATP da pré6-caspase.
As proteinas NALP1 e NALP2 relacionadas formam inflamassomas similarmente.

Outro membro da familia de dominio de pirina, AIM2 (ausente no melanoma 2)
substituiu 0 dominio LRR de NALP3 com um dominio HIN (inversdo H), nomeado

Figura 3.15 Proteinas NOD intracelulares
sentem a presenga de bactérias, reconhecen-
do peptideoglicanos bacterianos e ativando
NF«B a induzir a expressao de genes pré-in-
flamatorios. A degradagao dos peptideoglicanos
da parede celular bacteriana produz dipeptideo
muramil, que é reconhecido por NOD2, que atua
como sensor intracelular geral da presenga bacte-
riana. NOD1 reconhece o0 4cido diaminopimélico
~y-glutamil (IE-DAP), um produto de destruigéo das
paredes celulares de bactérias gram-negativas. A
presenga desses ligantes induz o recrutamento e a
ativagdo da quinase serina treonina RIPK2, a qual
fosforila a quinase TAK1. Isso leva & ativagdo de
NFB pela via mostrada na Figura 3.13.

Filme 3.4
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Figura 3.16 As proteinas NALP sentem a le-
sdo celular e ativam o processamento de citoci-
nas pré-inflamatérias. Sob condicGes fisioldgicas
normais, o dominio LRR de NALP3 associa-se a
proteinas citoplasmaticas, as quais se presume
que previnam a dimerizagaoc de NALP3 via regido
LRR. Quando as células sdo lesadas ou colocadas
sob estresse, acredita-se que o efluxo caracte-
ristico de fons de K" desencadeie a dissociagéo
dessas proteinas de NALP3, permitindo sua dime-
rizagéo (segunda figura). Os dominios de pirina de
NALP3 recrutam complexos da proteina adaptade-
ra PYCARD associada a pré-enzima caspase 1 por
meio de seus dominios CARD (C). A agregacgao
das pré-enzimas leva estas a passarem por auto-
ativagdo via clivagem proteolitica para formar cas-
pases ativas. A caspase 1 ativa cliva as formas de
pro-proteinas de citocinas pré-inflamatdrias para
liberar as citocinas maduras, que podem ser, entao,
secretadas.

Introdug@o a Imunobiologia e a Imunidade Inata

0 efluxo de ions de K* a partir A dimerizagdo de NALP3 A caspase 1 libera
das células lesionadas induz a recruta PYCARD, causando citocinas inflamatcrias
dissociagdo das proteinas agregagcéo e ativagéo maduras como IL-1e
citoplasmaticas de NALP3 proteolitica de caspase 1 IL-18 de suas pré-proteinas
Dano . ?D (G
celular  Efluxo d% baixo K*

=

=

NALP3
%

IL-18 e prs.proteinas

Dominio IL-18 decitocinas
de pirina l '
PYCARD Clivagem f
da
Pré-enzima . . caspase 1 Caspgse '
caspase 1 1 ativa

para a recombinase HIN de DNA da Salmonella que medeia a inversdao de DNA
entre os antigenos H flagelares. Em AIM2, o dominio HIN reconhece o genoma de
DNA de fita dupla e engatilha a ativagao de caspase 1 por meio do dominio de pi-
rina AIM2. O AIM2 é importante para as respostas celulares in vitro para o virus da
vaccinia e seu papel in vivo tem sido demonstrado pela suscetibilidade aurmentada
de camundongos deficientes de AIM2 para a infeccao por Francisella tularensis, o
agente causador de tularemia.

Ainda nao esta claro se NALP3 ou outros NLRPs funcionam como receptores para
produtos microbianos especificos. O inflamassoma, contudo, tem sido envolvido
em acoes de diversos quimicos indutores de inflamacao e em algumas doencas in-
flamatdérias. Por exemplo, os efeitos estimuladores do adjuvante imunoldgico (ver
Secdo 3.10) hidrdxido de aluminio (alum) depende de NALP3 e da via do inflamas-
soma. Sabe-se, hd muitos anos, que a doenca da gota é causada por cristais de urato
monosséddico depositados nos tecidos cartilaginosos das articulagoes, causando a
inflamacao. Porém, como os cristais de urato causam a inflamacao era um mistério.
Embora o mecanismo preciso ainda ndo esteja claro, hoje se sabe que os cristais
de urato ativam o inflamassoma NALP3 e que isso induz as citocinas inflamatérias
que causam os sintomnas da gota. Mutac¢des no dominio NOD de NALP2 e NALP3
podem ativar inflamassomas inapropriadamente e constituem a causa de algumas
doencas autoinflamatdrias hereditarias, nas quais a inflamacao ocorre na auséncia
de infecgao. Mutagoes em NALP3 em humanos estdo associadas as sindromes de fe-
bre periddica hereditdrias sindrome autoinflamatéria familiar fria e sindrome de
Muckle-Wells (discutidas em mais detalhes no Cap. 13). Os macrdfagos de pacien-
tes com essas condigoes mostram producao espontanea de citocinas inflamatdrias
como IL-1B como resultado da ativagao da via NF«B.

3.9 As helicases semelhantes a RIG-I detectam RNAs virais
citoplasmaticos e estimulam a produgao de IFN

TLR-3, TLR-7 e TLR-9 podem detectar RNAs e DNAs virais, porém, eles interagem
principalmente com o material extracelular entrando na via endocitica em vez de
interagir com os acidos nucleicos presentes no citoplasma das células infectadas
por virus como resultado da replicagao viral. Os RNAs virais citoplasmaticos sao
percebidos por proteinas denominadas helicases semelhantes a RIG-1 (RLHs, do
inglés RIG-1-like helicases), as quais possuem um dominio de RNA semelhante &
helicase que se liga aos RNAs virais, e dois dominios aminoterminais CARD que in-
teragem com proteinas adaptadoras e ativam a sinalizagao quando os RNAs virais
sdoligados. O primeiro desses sensores a ser descoberto foi RIG-I (do inglés retinoic
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acid-inducible gene I [gene 1 induzido por écido retinoico]). RIG-I é amplamente
expresso através de tecidos e tipos celulares e serve como sensor intracelular para
diversos tipos de infecgoes. Camundongos deficientes de RIG-I sdo altamente sus-
cetiveis a infeccdo por diversos tipos de virus de ssRNA, incluindo paramixovirus,
ortomixovirus e flavivirus, mas nao picornavirus.

Inicialmente, acreditava-se que RIG-I reconhecesse dsRNA longo, porém, mais tar-
de, estudos mostraram que ele reconhece diferencas especificas entre transcrigdes
de ssRNA virais e eucarioticas, embora pareca ainda capaz de perceber a presenca
de dsRNAs de finais curtos. Quando o RNA eucariético é primeiramente transcrito
no nicleo, ele contém um grupo 5 -trifosfato em seu nucleotideo inicial que sofre
modificagao enzimatica. Por exemplo, mRNAs sofrem tamponamento pela adigao
de uma 7-metilguanosina ao 5’-trifosfato. A maioria dos virus de RNA, contudo, nao
se replicam no nicleo e seus transcritos nao passam por essa modificagao. Estu-
dos bioquimicos determinaram que RIG-I percebe o final do ssRNA 5’-trifosfatonao
modificado. Os transcritos de RNA do fiavivirus possuem o 5’-trifosfato nao modifi-
cado, assim como os transcritos de varios outros virus de ssRNA, o que explica por
que eles sao detectados por RIG-1. Em contrapartida, os picornavirus, que incluem
poliovirus e hepatite A, replicam-se por um mecanismo que envolve o anexo cova-
lente de uma proteina viral para a extremidade 5’ do RNA viral, de modo que o 5’-tri-
fosfato estd ausente, o que explica por que RIG-I ndo esta envolvido em percebé-los.

O MDA-5 (do inglés melanoma differentiation-associated 5 [melanoma associado
a diferenciacéo 5]), ainda denominado helicard, é similar ao RIG-I em estrutura,
porém, ele percebe dsRNA. Ao contrédrio de camundongos deficientes de RIG-],
camundongos deficientes de MDA-5 estdo suscetiveis aos picornavirus, indicando
que esses dois sensores de RNAs virais possuemn papéis essenciais, porém, distintos,
na defesa do hospedeiro. Mutagoes que inativam os alelos de RIG-I ou MDA-5 em
humanos tém sido relatadas, porém, essas mutagoes ndo estao associadas a imu-
nodeficiéncia. Estudos de associagdo do genoma associaram, contudo, mutagoes
previstas a inativar o MDA-5 humano com diminuicdo do risco de desenvolvimento
do diabetes tipo I, doenga causada pela destrui¢do imune das células B produtoras
de insulina do pancreas. A razéo para essa associagdo ainda permanece incerta.

A percepcdo dos RNAs virais por RIG-I e MDA-5 induz a producao de IFNs tipo I,
apropriados para a defesa contra infeccdo viral. Quando RIG-I ou MDA-5 detec-
tam um ligante de RNA viral no citosol, seu dominio CARD interage com a proteina
adaptadora contendo CARD denominada MAVS que ¢é anexada a membrana mito-
condrial externa (Fig. 3.17). A associacdo de RIG-I ou MDA-5 com MAVS ativa urna
via de sinalizagdo que envolve TRAF6 e que ativa TBK1 (ver Fig. 3.14). Isso leva a
ativacao de IRF3 e induz a producéo de IFN-B e IFN-a. A ativagao de RIG-I1e MDA-5

Figura 3.17 RIG-l e MDA-5 sdo sensores cito-
plasmaticos de RNA virai. Primeira figura: antes
de detectar RNA virai, RIG-| e MDA-5 séo citoplas-
maticos, e a proteina adaptadera MAVS é anexada
& membrana mitecondrial externa. Segunda figura:
a detecgdo de RNA 5'-trifosfato descoberto por
RIG-I ou dsRNA virai por MDA-5 leva seus domi-
nios CARD a interagirem com o dominic CARD
aminoterminal de MAVS, o que induz a dimeriza-
¢édo de MAVS. Tercerra figura: uma regido rica em
prolina de MAVS ¢é envolvida em interagées com
TRAFs, enquanto a regido mais carboxiterminal
de MAVS interage com um complexo de TRADD e
FADD (proteinas adaptadoras contendo deminios
de morte). A via TRAF6 ativa IRF3 e IRF7 (ndo
mostrado) induzindo a transcrigdo de um numero
de genes, principaimente os que codificam IFN-a. e
IFN-B. FADD leva a ativagéo de IKK e NFkB como
mostrado na Figura 3.13, levando & expressao de
citocinas pré-inflamatérias.

A replicagdo citoplasmatica do
virus produz RNA ndo
revestido com um 5'-trifosfato

0 RNA vira! ligado a RIG-l induz
RIG-l a se associar com a MAVS
adaptadora, causando dimerizagdo

MAVS induz a produgdo de citocinas inflamatorias e IFNs via
ativagdo de NFxB e IRFs

( Virus

RNA M/\zi
trifosfato l ll

Mitocondria

RIG-| CEBEN@ED () TRAF6 kB
Dominio FADD ('\:'ém)) ,:,
MAVS helicase e
7) Dominio ; TRADD > & = &)
Rkl KK Kkp ~ T<B

TBK1 IRF-3




96

Parte | Introdugdo a Imunobiologia e a Imunidade Inata

Célula de
Langerhans

Molécula do
MHC

pode, ainda, induzir a produgéo de citocinas por uma via de sinalizagao que envolve
a proteina adaptadora FADD, a qual também contém um dominio de morte. Nesse
caso, um complexo de FADD e outras proteinas ativam as caspases 8 e 10, o que leva
i ativagao de IKK e NFkB, induzindo a producgao de citocinas pré-inflamatdérias (ver
Fig. 3.17).

3.10 A ativagdo de TLRs e NLRs inicia mudangas na expressao génica em
macréfagos e células dendriticas que possuem grandes efeitos na
resposta imune

As citocinas e quimiocinas produzidas por macrdéfagos e células dendriticas como
resultado da ativagao de NFkB pelas vias de TLR e NOD incluem néo apenas media-
dores importantes da imunidade inata, mas alguns, como IL-12, que influenciam
a resposta imune adaptativa subsequente, como sera visto adiante neste capitulo.
Outro resultado da via de NFkB importante para a imunidade adaptativa é o apa-
recimento de moléculas coestimuladoras em células dendriticas teciduais e ma-
crofagos. Essas proteinas de superficie celular, denominadas B7.1 (CD80) e B7.2
(CD86), sdo expressas por macrofagos e células dendriticas teciduais em resposta a
ativacao por sensores de patdgenos como os TLRs (Fig. 3.18) e sao essenciais para a
inducao de respostas imunes adaptativas. As moléculas coestimuladoras, junto com
peptideos microbianos antigénicos exibidos pelas moléculas do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC, do inglés major histocompatibility complex) na su-
perficie de células dendriticas, ativam células T CD4 virgens, as quais auxiliam a ini-
ciar a maioria das respostas imunes adaptativas (ver Segéo 1.19). A citocina TNF-a,
também produzida como resultado da sinalizagéo de TLR-4, possui diversas fun-
¢oes na imunidade inata, mas, além disso, ela estimula as células dendriticas apre-
sentadoras de antigeno a migrarem para o sistema linfatico e entrarem préoximo aos
linfonodos, por meio dos quais as células T CD4 virgens circulantes se deslocam.
Assim, a ativagdo da imunidade adaptativa depende de moléculas induzidas como
consequéncia do reconhecimento imune inato dos patogenos.

Substéncias, como LPS, que induzem atividade coestimuladora tém sido utilizadas
por anos em misturas que sao coinjetadas com antigenos proteicos para aumen-
tar a imunogenicidade. Essas substincias sdo conhecidas como adjuvantes (ver
Apéndice I, Secdo A.4), e descobriu-se empiricamente que os melhores adjuvantes
continham componentes microbianos. Uma variedade de componentes microbia-
nos (ver Fig. 3.9) pode induzir os macréfagos e as células dendriticas dos tecidos a
expressarem moléculas coestimuladoras e citocinas. O repertdrio exato de citocinas
produzidas por macréfagos ou células dendriticas varia de acordo com os recep-
tores estimulados e, como serd visto nos Capitulos 9 e 11, as citocinas secretadas
influenciarao o carater funcional da resposta imune adaptativa que é desenvolvida.
Dessa forma, a habilidade de o sisterna imune inato discriminar entre diferentes ti-
pos de patdgenos é utilizada para garantir um tipo apropriado de resposta imune
adaptativa.

Figura3.18 O lipopolissacarideo (LPS) bacteriano induz mudangas nas células de Langerhans, estimu-
lando-as a migrar e iniciar a imunidade adaptativa contra a infecgdo pela ativagdo das células T CD4. As
células de Langerhans séo células dendriticas imaturas localizadas na pele que ingerem micrébics e seus pro-
dutos, destruindo-os. No caso de uma infecgéo bacteriana, elas sao ativadas pelo LPS por meio da via de sinali-
zagdo dos receptores semelhantes ao Toll (TLRs). Isso induz dois tipos de mudangas nas células de Langerhans.
O primeiro tipo € a mudanga no comportamento e na localizagéo. As células de Langerhans ativas tornam-se
células migradoras e entram no sistema linfatico que drena os tecidos. As células migradoras séo levadas para
os linfonodos regionais, onde se tornam células dendriticas maduras. O segunde tipo de mudanga é a drastica
alteragdo nas suas moléculas de superficie. As células de Langerhans em repouse da epiderme sdo atamente
fagociticas e macropinociticas, mas néo possuem a capacidade de ativar linfécitos T. As células dendriticas madu-
ras dos linfonedos perdem a capacidade de capturar antigenc, mas se tornam capazes de estimular célulasT. Isso
ocorre devido ac aumento dos niveis da expressao de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) na superficie e da expressao de moléculas coestimuladoras CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2).
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3.11 A sinalizagio de TLR compartilha muitos componentes com a

sinalizagao de Toll na Drosophila

Antes de finalizar o tépico sobre reconhecimento de patogenos pelo sistemna imune
inato, deve-se ver rapidamente como o Toll, os TLRs e os NODs sao utilizados na
imunidade inata dos invertebrados. Embora seja central para a defesa contra pa-
tégenos bacterianos e fiingicos na Drosophila, o Toll, por si s6, nao é um receptor
de reconhecimento do padrao. Ao contrério, ele depende de diversas familias de
proteinas detectoras de patogenos para a ativagdo. Uma delas compreende as pro-
teinas de reconhecimento de peptideoglicanos (PGRPs, do inglés peptidoglycan-
-recognition proteins). A Drosophila possui 13 genes de PGRP, codificando proteinas
que ligam os componentes de peptideoglicanos das paredes celulares bacterianas
(ver Fig. 2.7). Outra familia de sensores patogénicos compreendem as proteinas
de ligacdo gram-negativas (GNBPs, do inglés Gram-negative binding proteins), as
quais reconhecem [3-1-3-glicanos e estao envolvidas no reconhecimento de fungos
e, o0 que é um tanto inesperado, bactérias gram-positivas. Os membros da familia
GNBP1 e PGRP-SA cooperam no reconhecimento de peptideoglicanos de bactéria
gram-positiva. Eles interagem com uma serina protease denominada Grass, a qual
inicia umna cascata proteolitica que termina na clivagem da proteina Spatzle. Um dos
fragmentos clivados forma um homodimero, o qual induz a dimerizagéo e a ativa-
¢do do Toll para induzir a resposta antimicrobiana (Fig. 3.19). Uma proteina de reco-
nhecimento fungo-especifica, GNBP3, ativa, ainda, a cascata proteolitica, causando
a clivagem de Spatzle e a ativagao do Toll.

Na Drosophila, as células de gordura do organismo e os hemdcitos sdo células fago-
citicas que atuam como parte do sisterna imune das moscas. Quando o Toll dessas
células se liga ao dimero Spatzle, as células respondem sintetizando e secretando
peptideos antimicrobianos. A via de sinalizacdo do Toll é muito similar a via de
NF«B nos vertebrados (ver Fig. 3.14). Isso resulta na ativagio de um fator de trans-
cri¢do denominado DIF, o qual é relacionado ao NFkB dos mamiferos. DIF entra
no nicleo e induz a transcricdo de genes para peptideos antimicrobianos como a
drosomicina.

O DIF e o NF«B dos mamiferos sao membros da familia Rel dos fatores de transcri-
¢ao, chamados assim devido ao fator de transcri¢ao Relish da Drosophila. O Relish,
por si s, induz a producao de peptideos antimicrobianos em resposta a uma via
de sinalizacéo diferente, a via de Imd (imunodeficiéncia). Essa via é utilizada pela
Drosophila no reconhecimento de bactérias gram-negativas, e é engatilhada por
PGRPs particulares. O Relish induz a expressdo dos peptideos antimicrobianos dip-
tericina, atacina e cecropina, que sdo distintos dos peptideos induzidos pela sinali-
zacao do Toll. Assim, as vias de Toll e Ilnd ativam mecanismos efetores para eliminar
a infeccao por diferentes tipos de patégenos. Quatro homdlogos de PGRP de mami-
feros foram identificados, mas eles nao possuem a mesma funcao que na Drosophi-
la, embora possuam funcao na imunidade inata. Um deles, o PGLYRP-2, é secretado
e atua comno amidase para hidrolisar os peptideoglicanos bacterianos. Os outros ho-
mologos estdo presentes nos granulos de neutréfilos e exercem agao bacteriostética
por meio de interagoes com o peptideoglicano da parede celular bacteriana.

Figura3.19 O Toll da Drosophila é ativado como resultado de uma cascata proteolitica iniciada pelo
reconhecimento do patégeno. A proteina de reconhecimento do peptideoglicano PGRP-SA e a bactéria gram-
-negativa ligada a preteina GNBP1 cooperam ne reconhecimento dos patdgenos bacterianos, ativande a primeira
protease em uma cascata de protease que leva a clivagem da proteina de Drosophifa Spétzle (primeira figura). A
clivagem altera a conformagao de Spétzle, permitindo que esta se ligue ao Toll e induza a dimerizagéo de Toll (se-
gunda figura). Os dominics TR citoplasmaticos de Tell recrutam a proteina adaptadora dMyD88 (terceira figura),
que inicia uma via de sinalizag&o muito similar a que leva a liberago de NFkB de seu inibidor citoplasmatico em
mamifercs. A versdo para Drosophifa do NFkB é o fator de transcrigdo DIF, que entra, entdo, no niicleo e ativaa
transcrigdo de genes que codificam peptideos antimicrobianos. O reconhecimento fungico também leva & cliva-
gem de Spétzle e a produgao de peptideos antimicrobianos por essa via, embora as proteinas de reconhecimento
para fungos ainda ndc estejam identificadas.
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3.12 Os genes de TLR e NOD passam por extensa diversificagao nos
invertebrados e em alguns cordados primitivos

Os TLRs dos mamiferos sdo uma familia de cerca de 12 receptores que interagem
diretamente com os ligantes derivados de patégenos. Alguns organismos, contudo,
diversificaram seu repertério de receptores de reconhecimento inatos, sobretudo
os que contém dominios LRR, para um nivel muito maior. O ourigo-do-mar Stron-
gylocentrotus purpuratus possui 222 genes TLR semn precedentes, mais de 200 genes
do receptor semelhante ao NOD e mais de 200 genes de receptores de varredura
em seu genoma. O ourico-do-mar possui, ainda, um niimero aumentado de protei-
nas que estao, provavelmente, envolvidas na sinalizagao a partir desses receptores,
com quatro genes similares ao MyD88 dos mamiferos. Apesar dessa diversificagao
de receptores inatos, ndo existe aumento aparente no numero de alvos a jusante,
como a familia dos fatores de transcricdo NF«B, sugerindo que o resultado final da
sinalizagdo de TLR no ourigo-do-mar sera muito similar ao resultado em outros
organismos. Os genes de TLR do ourico-do-mar dividem-se emn duas grandes ca-
tegorias: um pequeno grupo de 11 genes divergentes e uma ampla familia de 211
genes, os quais apresentam alto grau de variagao sequencial dentro de regioes de
TRR particulares. Juntamente com o grande niimero de pseudogenes nesta familia,
isso implica rapida volta evolutiva, sugerindo especificidades de receptores rapida-
mente mutdveis, o que contrasta com os poucos TLRs de mamiferos estaveis. Em-
bora a especificidade do patégeno dos TLRs do ourigo-do-mar seja desconhecida, a
hipervariabilidade nos dominios LRR poderia ser utilizada para gerar um sisterna de
reconhecimento do patdgeno altamente diversificado baseado nos TLRs.

Uma expansao similar dos receptores inatos ocorreu em alguns cordados, o filo ao
qual pertencem os vertebrados. O anfioxo (o lancelote) é um cordado invertebrado
com auséncia de sisterna imune adaptativo. O genoma do anfioxo contém 71 TLRs,
mais de 100 receptores semelhantes ao NOD e mais de 200 receptores de varredura.
E como serd visto adiante, uma linhagem primitiva de vertebrados - peixe agnatha,
com auséncia de imunidade adaptativa baseada em imunoglobulina e célula T -
utiliza um rearranjo génico somatico de protefnas contendo LRR para fornecer uma
versao de imunidade adaptativa (ver Se¢do 5.21).

Resumo

Células do sisterna imune inato expressam diversos sisternas de receptores para o
reconhecimento de micrdbios, os quais induzem defesas rapidas e respostas celu-
lares mais tardias. Neutréfilos, macréfagos e células dendriticas podem rapidamen-
te eliminar os micrébios por fagocitose pelo uso de diversos receptores semelhan-
tes a lectina e receptores de varredura. Receptores de sinalizagao, como o receptor
acoplado a proteina G para C5a (que envolve a habilidade de reconhecimento do
patdgeno do sistema do complemento) e para o peptideo bacteriano fMLP, siner-
gizam com receptores fagociticos, ativando NADPH oxidase nos fagossomos para
gerar oxigénio reativo antimicrobiano intermediario. Outros receptores que detec-
tam patdgenos induzem vias desinalizacdo que desencadeiam resposta inflamat6-
ria geral, induzindo inflamacéo local, recrutando novas células efetoras, contendo
infecgdo local e, finalmente, desencadeando resposta imune adaptativa. Os recep-
tores semelhantes ao Toll (TLRs) tém sido altamente conservados ao longo da evo-
lucéo e ativam as defesas do hospedeiro por meio de diversas vias de sinalizacao.
A via NF«B desses receptores opera na maioria dos organismos multicelulares e
induz a expressao de citocinas pré-inflamatdrias, incluindo TNF-q, IL-18 e IL-6.
Uma via de sinalizagao alternativa de alguns TLRs ativa os fatores de transcrigao
IRF que induzem a expressdo de citocinas antivirais. Os TLRs na superficie celular
e nas membranas dos endossomas percebem a presenca de patdégenos no exterior
da célula, porém, muitas células possuem ainda receptores intracelulares que de-
tectam patdgenos no citosol. As proteinas NOD detectam produtos bacterianos no
interior do citosol, ativando NF«B e a produgao de citocinas pré-inflamatdrias. As
proteinas NALP fazem parte do inflamassoma, o qual estd envolvido na detecgdo de
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estresse e dano celular geral. O inflamassoma ativa caspases, permitindo o proces-
samento e secregao de citocinas pré-inflamatdrias. As proteinas citosdlicas RIG-1 e
MDA-5 detectam a infecgao viral por perceber a presenga de RNAs virais, levando
a inducéo de interferons antivirais tipo I. As vias de sinalizagao ativadas por esses
sensores primarios dos patdgenos induzem uma variedade de genes, incluindo os
genes para citocinas, quimiocinas e moléculas coestimuladoras, que possuem pa-
péis essenciais na defesa imediata e no direcionamento do curso da respostaimu-
ne adaptativa mais tardia na infeccgao.

Respostas inatas induzidas para infeccao

Nesta parte do capitulo, serao vistas as respostas de macréfagos e células dendri-
ticas ao estirmulo via receptores sensiveis ao patégeno como os TLRs, e as conse-
quéncias para a resposta imune inata. Um resultado imediato e importante de tal
estimulo é a producéo e secregao de citocinas e quimiocinas por macroéfagos e
células dendriticas que auxiliam a induzir e manter a inflamacédo. As quimiocinas
constituern uma grande familia de proteinas quimioatraentes com papel central
na migragao de leucdcitos, e as quimiocinas secretadas pelos macrdéfagos ativados
atraemn neutrofilos e outras células do sisterna imune para o local da infecgao. Molé-
culas de adesdo em leucdcitos e células endoteliais dos vasos sanguineos possuem
papel igualmente importante na movimentacgao celular para fora do sangue e para
o tecido infectado. Serdo considerados brevemente os diferentes tipos de moléculas
de adesao envolvidos. Entao, sera considerado de maneira mais detalhada como as
quimiocinas e citocinas derivadas de macréfagos promovern a destruigao continua
dos micrébios infectantes. Isso é alcangado pela indugéo de outra fase da resposta
imune inata, a resposta de fase aguda, na qual o figado produz proteinas que atuam
como moléculas opsonizantes, auxiliando no aumento das agées do complemento.
Serao vistos, ainda, o mecanismo de agao dos IFNs antivirais e umna classe de células
linfoides conhecidas como células NK, que sao ativadas pelo IFN para contribuir
com a defesa imune inata contra virus e outros patégenos intracelulares. Também
serao considerados os linfdcitos semelhantes ao inato (ILLs, do inglés innate-like
lymphocytes), os quais contribuermn para a resposta rapida a infecgao por agir pre-
cocemente, mas utilizar um grupo limitado de segmentos génicos receptores de
antigeno (ver Secao 1.12) para produzir imunoglobulinas e receptores de célula T
(TCRs, do inglés T-cell receptors) de diversidade limitada.

A resposta imune induzida pode obter sucesso na eliminagao da infecgdo ou ira
conté-la enquanto uma resposta adaptativa se desenvolve. Se a infecgao nao for eli-
minada, a resposta adaptativa aproveitara muitos dos mesmos mecanismos efetores
utilizados pelo sisterna imune inato, como a fagocitose mediada pelo complemen-
to, porém ira mira-los com muito mais precisao. As células T antigeno-especificas
ativam as propriedades microbicidas e secretoras de citocinas dos macréfagos, en-
quanto os anticorpos ativam o complemento, atuam como opsoninas diretas para
fagoécitos e estimulam células NK a matar células infectadas. Portanto, os mecanis-
mos efetores aqui descritos servern como manual para o foco na imunidade adap-
tativa no restante do livro.

3.13 Macrofagos e células dendriticas ativados pelos patégenos
secretam uma variedade de citocinas que possuem diversos
efeitos locais e distantes

Citocinas (ver Apéndice III) sao pequenas proteinas (cerca de 25 kDa) que sao li-
beradas por diversas células no organismo, geralmente em resposta a um estimulo
ativador, e que induzem respostas por ligagao a receptores especificos. Elas podem
atuar de forma autdcrina, afetando o comportamento da célula que libera a citoci-
na, de forma parécrina, afetando o comportamento de células adjacentes, e algu-



