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Imunidade Inata:

A imunidade define-se como a reac¢do a microorganismos estranhos, assim
como a macromoléculas, por exemplo, proteinas e lipopolissacaridos, tendo em conta as
consequéncias fisioldgicas e patoldgicas dessa reac¢cao (Abbas & Lichtman, 2003).

A imunidade inata constitui a primeira defesa do organismo contra a entrada de
substancias estranhas, e consiste nos mecanismos celulares e bioquimicos inerentes a
infeccdo, bem como na defesa e erradicacdo da mesma (Abbas & Lichtman, 2003).
Estes mecanismos respondem sempre da mesma forma a infec¢des repetidas, e
unicamente a microorganismos (Abbas & Lichtman, 2003). Os principais componentes
da imunidade inata sdao: a) as barreiras fisicas e quimicas; b) células fagocitarias e
células NK (“natural killer”); c¢) elementos do complemento e outras moléculas
inflamatorias; d) e citoquinas (Abbas & Lichtman, 2003). Esta linha de defesa também ¢
detentora de inUmeras -caracteristicas e propriedades importantes, tais como a
especificidade relativamente a estruturas partilhadas por determinados grupos de
microorganismos; a diversidade limitada; ndo possui memoria; e ndo apresenta reac¢ao
contra o self (Abbas & Lichtman, 2003).

As barreiras epiteliais do organismo sdo compostas por interfaces entre a
superficie epitelial € 0 microorganismo e encontram-se maioritariamente na pele, ¢ nas
mucosas do tracto respiratorio e gastrointestinal. Ocorre secrecdo de antibiodticos
naturais por parte do epitélio, sendo que este também alberga populacdes de linfocitos B
e T de diversidade limitada. Estes linfocitos B intraepiteliais produzem, na sua grande
maioria, IgM, ou seja, anticorpos especificos de polissacaridos e lipidos — os chamados
anticorpos naturais - como, por exemplo, a fosforilcolina ou o LPS (Abbas & Lichtman,
2003).

As principais células efectoras da imunidade inata sdo os neutrofilos, fagdcitos
mononucleares e células NK. Estas sdo responsaveis pelo ataque aos microorganismos
que ultrapassam as barreiras naturais do hospedeiro e penetram nos tecidos, ou na
circulagdo (Abbas & Lichtman, 2003). Algumas destas sdo responsaveis pela secrecio
de citoquinas que activam as células efectoras e estimulam a inflamagdo (Abbas &
Lichtman, 2003).

As citoquinas sdo proteinas secretadas pelas células da imunidade inata e

adquirida, funcionando como mediadores de muitas fun¢des das células que as libertam



(Abbas & Lichtman, 2003). Sao produzidas maioritariamente em resposta a
microorganismos € outros antigénios, sendo que diferentes citoquinas estimulam
respostas diferentes envolvidas na imunidade e inflamagdo (Abbas & Lichtman, 2003).
Durante as fases efectoras da imunidade inata, as citoquinas activam diferentes células
efectoras que participam na eliminagdo de microorganismos e outros antigénios (Abbas
& Lichtman, 2003). Por outro lado, em medicina, as citoquinas constituem importantes
agentes terapéuticos, funcionando também como alvos de antagonistas especificos em
inimeras doengas imunitarias, bem como em inflamagoes (Abbas & Lichtman, 2003).

As citoquinas apresentam também algumas propriedades bastante importantes na
regulacdo de reac¢des inflamatérias e imunitarias, e possuem uma ac¢do, que € muitas
vezes pleiotropica (capacidade de agir sobre diferentes tipos de células) e redundante
(muitas citoquinas podem exercer a mesma funcdo) (Abbas & Lichtman, 2003). Por
outro lado, as citoquinas promovem a sintese de novas citoquinas, estimulando uma
continuagdo da resposta inflamatoria, podendo ter acgdo autdcrina, paracrina ou
enddcrina (Abbas & Lichtman, 2003). As respostas celulares @ maioria das citoquinas
consistem em mudancgas na expressao genética em células-alvo, resultando na expressao
de novas fungdes e, algumas vezes, na proliferacdo das células-alvo — muitas das
mudangas na expressao genética induzidas pelas citoquinas resultam na diferenciacdo de
linfocitos B ou T e na activacdo de células efectoras como os macréfagos (Abbas &
Lichtman, 2003).

Os fagocitos mononucleares, divididos em neutrofilos e macrofagos, sao células
efectoras da imunidade inata que tem como funcdo identificar, ingerir e destruir
microorganismos. Os neutrofilos constituem a populagdo mais abundante de globulos
brancos da corrente sanguinea e sdo os principais mediadores da resposta inflamatoria,
sendo, por isso, chamados até aos locais de infeccdo por quimiotaxia mediada por
quimioquinas (Abbas & Lichtman, 2003). Por outro lado, os macréfagos apresentam um
papel mais central na imunidade inata e adquirida, sendo considerados como elementos
fundamentais na eliminagdo de microorganismos. Assim, encontram-se localizados
estrategicamente em potenciais “portas de entrada” do organismo (Abbas & Lichtman,

2003).



Reaccao Inflamatoéria:

A inflamagdo consiste no recrutamento de leucocitos e na difusdo de proteinas
do complemento para os locais de infecgdo, assim como na activagdo dos leucocitos
para eliminar o agente infeccioso. Pode também ser responsavel pelos danos que surjam
nos tecidos normais, sujeitos a infeccdo (Abbas & Lichtman, 2003).

Em primeiro lugar, os neutrofilos e leucdcitos sdo recrutados da corrente
sanguinea, através da ac¢do de moléculas de adesdo (quimiotaxia) produzidas em
resposta a infecgdo (Abbas & Lichtman, 2003). Este recrutamento ¢ feito através de
TNF e IL-1, que actuam sobre as células endoteliais, favorecendo a acumulacdo de
mondcitos ¢ macréfagos (Abbas & Lichtman, 2003). Esta reaccdo € o componente
principal da inflamagdo. Estas moléculas efectoras destinam-se a fagocitose e
eliminacdo dos agentes infecciosos (Abbas & Lichtman, 2003). Por sua vez, os
macrofagos activados induzem a producdo de novas citoquinas, tanto como estimulo
para a resposta inflamatoria, como na indug¢do de uma resposta imunitaria adquirida

(Abbas & Lichtman, 2003).

Caracteristicas Gerais da MIF:

A Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF) foi descoberta na década de
60 e foi inicialmente definida como uma substancia que inibia a migracdo de células
peritoniais normais, presumivelmente macrofagos (David, 1966, Lubetsky et al., 2002).
Esta substancia seria libertada por linfocitos, na presenga de antigénio, em resultado a
uma reaccao imunologica especifica (David, 1966). Apesar de a MIF ter sido a primeira
citoquina a ser descoberta (Nguyen et al., 2003), as suas actividades biologicas s6 foram
desvendadas através da clonagem do DNA complementar da MIF humana em 1989
(Calandra & Roger, 2003).

Esta citoquina foi redescoberta em 1991, devido ao seu papel regulador da
resposta inflamatoéria, tendo sido entdo sugerido que esta poderia ser uma citoquina de
ligacdo entre os sistemas enddcrino e o imunitario, uma vez que foi observada a sua
libertagdo por células da glandula pituitaria anterior ap6s exposi¢do a LPS (endotoxin
lipopolysaccharide) (Calandra & Roger, 2003). A partir de 1999 foram desenvolvidos

estudos utilizando ratos MIF-knockout, que permitiram clarificar o seu papel na



imunidade inata, bem como o seu envolvimento em doengas autoimunes (sepsia) € na
tumorogénese (Rossi et al., 1998, Burger-Kentisher et a/, 2002, Lubetsky et al., 2002,
Bochud & Calandra, 2003, Calandra & Roger, 2003, Leng et al., 2003).

Hoje em dia a MIF ¢ considerada uma citoquina reguladora da imunidade inata,
principalmente ao nivel da resposta inflamatoria (Rossi et al., 1998, Yabunaka et al.,
2000, Morand et al., 2002, Calandra & Roger, 2003, Fingerle-Rowson et al., 2003,
Nguyen et al., 2003).

Neste trabalho discutimos o papel da MIF na imunidade inata, principalmente ao
nivel da inflamacdo, como reguladora positiva, ou negativa, de diversas moléculas
envolvidas nas respostas do sistema imunitario, e explorar as suas possiveis aplicacdes

em terapéuticas de doencas humanas.

Estrutura do gene e da proteina MIF:

O gene MIF apresenta uma homologia de cerca de 90% em todos os mamiferos
e, nos humanos, esta localizado no cromossoma 22, que tem uma conservagao sintética
com o cromossoma 10 do rato que possui o gene Mif (Calandra & Roger, 2003). Foram
ainda encontrados homoélogos em galinhas, peixes, plantas (4. thaliana) e cianobactérias
(Calandra & Roger, 2003, Fingerle-Rowson et al., 2003).

O tnico gene homologo do MIF nos humanos encontrado foi o gene DDT (p-
dopachrome tautomerase), também localizado no cromossoma 22, o que indica que
estes dois genes poderdo ser duplicagcdes do mesmo gene ancestral (Esumi et al., 1998,
Calandra & Roger, 2003,). Esta hipotese ¢ corroborada pelo facto da MIF mediar a
actividade da DDT (Calandra & Roger, 2003).

Ap6s a tradugdo, o gene MIF produz apenas um mRNA de, aproximadamente,
0,8 kb, que codifica para uma proteina ndo-glicosilada de 114 aminoacidos, com um
peso molecular de 12,5 kDa (Calandra & Roger, 2003, Denkinger et al., 2003). Estudos
de cristalografia, sobre a MIF humana e dos ratos, indicam que esta proteina ¢ o
homotrimero, tal como a DDT (fig. 1 e 2) (Sugimoto et al., 1999, Calandra & Roger,
2003).



Figuras 1 e 2: Estruturas da MIF e DDT, obtidas por cristalografia.

O gene MIF apresenta dois polimorfismos associados a doengas humanas: uma
mutacdo de G em C na posi¢do -175 na extremidade 5°, que estd associada a algumas
formas de artrite juvenil (Donn et al., 2001); e a repeti¢ao do tetranucledtido CATT na
posicdo -794, que esta correlacionada com a gravidade da artrite reumatoide (fig. 3)

(Baugh & Bucala, 2002, Calandra & Roger, 2003).
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Figura 3: Estrutura do gene MIF humano, com indicacdo dos locais de polimorfismo relacionados com

doencgas humanas (setas).

A MIF ¢ também conhecida por GIF (Glycosylation-inhibiting factor), tendo
sido sugerido que possui uma actividade supressora especifica do antigénio e que inibe
a sintese de IgE (Lubetsky et al., 2002, Ishizaka et al., 2000 in Calandra & Roger,
2003).

Apesar de se saber que a MIF possui diversas actividades enzimaticas (por
exemplo, tautomerase Pro® dependente, ¢ Cys® -Ala’*-Leu’’-Cys® (CALC)-dependente
oxidoreductase), ainda ndo foi clarificada a sua importdncia a nivel bioldgico
(Hermanowski-Vosatka et al., 1999, Lubetsky et al., 2002, Calandra & Roger, 2003,
Nguyen et al., 2003). Por um lado, em experiéncias em que foi retirado o residuo
prolina amino-terminal (essencial para a actividade enzimatica), a MIF manteve os
mesmos efeitos de inibicdo da quimiotaxia e migracdo de macréfagos (Hermanowski-
Vosatka et al., 1999), o que parece indicar que a actividade catalitica da MIF ndo sera

essencial para a sua actividade bioldgica, tendo sido sugerido que representa apenas



uma caracteristica vestigial (Calandra & Roger, 2003). Por outro lado, ha estudos, em
mutantes em que a actividade catalitica foi suprimida, que apontam para uma correlagdo
entre as fungdes enzimaticas e biologicas da MIF (Lubetsky et al., 2002). A existéncia
de uma homologia estrutural tri-dimensional da MIF com enzimas microbianas
(oxalocrotonate  tautomerase, S-carboxymethil-2-hydroxymuconate isomerase ¢
chorismate mutase) (Sugimoto et al., 1999, Lubetsky et al., 2002, Calandra & Roger,
2003) e a manutengdo do residuo prolina amino-terminal parecem apoiar a segunda
hipotese (Calandra & Roger, 2003).

Inicialmente, consideravam-se os linfocitos T como a principal fonte da MIF
(David, 1966, Calandra & Roger, 2003). No entanto, a MIF ¢ uma proteina ubiqua (fig.
4) (Lolis & Bucala, 2003), que além de ser encontrada na maioria das células do sistema
imunitario (mondcitos, macrofagos, células dendriticas, linfocitos B, neutrofilos,
eosinodfilos, mastocitos e basofilos), tem também uma fungdo nos tecidos periféricos,
sendo expressa nos orgdos em contacto com o meio externo (pulmdes, tecido epitelial
da pele, tractos gastrointestinal e genito-urinario), bem como em orgdos do sistema
enddcrino, envolvidos nas respostas de stresse, como o hipotalamo e glandulas pituitaria

e adrenal (Calandra & Roger, 2003).
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Figura 4: Padrdes de expressdao da MIF.



Ao contrario da maioria das citoquinas, a MIF ¢ constitutivamente expressa,
sendo armazenada nas células, que a secretam quando estimuladas (Calandra & Roger,
2003). Nao tem sequéncia lider amino-terminal, o que indica que a sua libertacdo das

células da-se por um mecanismo de secrecdo ndo convencional (Calandra & Roger,

2003).

Modo de ac¢ao da MIF

Receptor da MIF

As citoquinas iniciam a sua actividade através da ligagdo a receptores
especificos na membrana das células-alvo (Abbas & Lichtman, 2003, Calandra &
Roger, 2003).

Actualmente, ainda ndo ha consenso sobre a existéncia de um receptor celular
para a MIF. Contudo, foi demonstrado por Leng et al. que, na activagdo da
ERK1/ERK2 e na produgdo de PGE, (prostaglandina E2) mediadas pela MIF, ¢
necessaria a expressao de CD74 (fig. 5), que consiste na cadeia invariavel das moléculas
MHC tipo II, sendo expresso nas células B, nos monocitos € nos macréfagos (Abbas &

Lichtman, 2003, Leng et al., 2003).
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Figura 4: Resultados obtidos por Leng et al. com experiéncias em ratos CD74-knockout (CD747), em

que, utilizando diferentes concentragdes de MIF, se comparou a quantidade de ERK1 e ERK?2 (p44 e p42,

respectivamente) e de PGE, destes com ratos do tipo selvagem (CD74""").

Apesar destas evidéncias, ndo esta ainda claro se este é, de facto, o receptor da

MIF, uma vez que a conformag¢dao do dominio intracelular do CD74 ndo parece ser



adequada para a interac¢do com moléculas de transducao de sinal (Calandra & Roger,

2003).

Activacio da via de transducio de sinal ERK1/ERK2:

O ERK (Extracelular receptor-activated kinase) é um prototipo da familia das
MAPKSs (mitogen-activated protein kinases), cuja activacdo resulta de uma cascata
enzimatica induzida pelo Ras*GTP (através da activacao sequencial de, pelo menos, trés
quinases diferentes) (Abbas & Lichtman, 2003). O ERK activado fosforila uma proteina
chamada Elk que, assim, estimula a transcrigdo da Fos, um componente da AP-1
(activator protein 1) (Abbas & Lichtman, 2003).

A AP-1 é um factor de transcrigdo implicado no crescimento celular,
transformagdo e morte celular (Calandra & Roger, 2003), encontrado em diversos tipos
de células e é composto pelas proteinas Fos e Jun (Abbas & Lichtman, 2003). A sua
activacdo envolve geralmente a sintese da proteina Fos e a fosforilagdo da proteina Jun
pré-existente (Abbas & Lichtman, 2003).

Por outro lado, uma cascata enzimatica paralela chamada Rac*GTP da origem a
outra MAPK activada chamada JNK (JUN N-terminal kinase) que, assim, fosforila
cJun, o segundo componente da AP-1 (Abbas e Lichtman, 2003) (fig. 6). As actividades
da ERK e JNK terminam com a ac¢do de fosfatases tirosina/trionina que sdo induzidas e
activadas pelos proprios ERK e JNK, proporcionando um mecanismo de feedback

negativo que finaliza a activacdo das células T (Abbas e Lichtman, 2003).
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Figura 6: Representagdo esquematica das vias de activagdo MAPK (ERK e JNK), resultando na

activagdo dos factores de transcri¢do NF-kB e AP-1.



Estudos sobre a proliferacdo de fibroblastos quiescentes estimulados com MIF
mostraram que esta induz a rapida (30m) e consistente (24h) fosforilacdo e activacdo da
via ERK1/ERK2/MAPK e da proliferacdo celular (fig. 8) (Mitchell et al., 1999 in
Calandra & Roger, 2003). Esta activacdo ¢ dependente da protein kinase A, estando
associada ao aumento da actividade enzimatica da PLA2 (phospholipase A2) (Abbas &
Lichtman, 2003, Calandra & Roger, 2003). A PLA2 ¢ importante na activagdo da
cascata pro-inflamatdria, nomeadamente através da produgdo de arachidonic acid,
sendo também um alvo-chave na fun¢do anti-inflamatéria dos glucocorticoides
(Calandra & Roger, 2003). Assim, a inducdo de PLA2, mediada por ERK1/ERK2,
podera ser um dos mecanismos utilizados pela MIF para antagonizar os efeitos

imunossupressores dos esteroides (Mitchell et al., 1999 in Calandra & Roger, 2003).

Inibicio da actividade da JAB1:

Kleemann et al. comprovaram a funcdo intracelular da MIF no crescimento
celular através da inibicdo da JABI1 (Jun activation domain binding protein 1), também
conhecida por CSN5 (COPY signalosome subunit 5), que estd implicado em vias de
sinalizacdo e na degradacgdo de proteinas (Fingerle-Rowson et al., 2003, Nguyen et al.,
2003). A JAB1 activa a JNK, que fosforila a cJUN, funcionando, assim, como um co-
activador da AP1 (Calandra & Roger, 2003, Fingerle-Rowson, et al., 2003, Nguyen et
al., 2003). Apresenta diversas outras fungdes que incluem a degradagdo do inibidor do
ciclo celular (KTP1) e da p53 (Calandra & Roger, 2003). Parece haver uma contradicao
uma vez que, a MIF inibe a via MAPK ERK e activa a via MAPK JNK, as duas
envolvidas na activacdo da AP1 (Calandra & Roger, 2003). Assim, segundo o artigo
publicado por Kleemann et al, sobre a inibicdo da JAB1 pela MIF, esta apresentaria
propriedades anti-inflamatoérias e inibidoras de crescimento, o que entra em contradi¢do
com todo o conhecimento anterior sobre esta citoquina (Calandra & Roger, 2003). Estas
observagdes paradoxais poderdo ser explicadas por diferengas na concentragdo da MIF,
ou por diferentes estados da célula, onde esta actua (Calandra & Roger, 2003).

A JABI1 constitui um co-activador de transcri¢do que foi identificado como
sendo a molécula-alvo da ac¢do da MIF (Burger-Kentisher et al., 2002). Apds a
endocitose da MIF, esta interage especificamente com a JAB1 ndo s6 em células do
sistema imunitario, ocorrendo também em células produtoras de MIF (Nguyen et al.,

2003). Sabe-se que o dominio CALC, relacionado com a actividade oxirreductase da



MIF, ¢ importante para, pelo menos algumas actividades da MIF mediadas pelo JAB1
(Nguyen et al., 2003).

Regulacio da expressio de TLR4:

A familia de receptores TLR (Toll-like receptors) apresenta um papel fulcral nas
respostas celulares a LPS (Abbas & Lichtman, 2003). No reconhecimento desta
endotoxina, o TLR4 associa-se fisicamente ao complexo LPS-CD14 (no qual o CD14 ¢
o receptor especifico para LPS), ocorrendo ainda a ligagdo de uma proteina acessoria
extracelular, chamada MD2 (Abbas & Lichtman, 2003). Este receptor utiliza uma via de
transducdo de sinal que consiste no recrutamento de varias proteinas intracelulares
(MyD88, IRAK e TRAF-6) que vao desencadear as vias JNK e ERK da cascata MAPK,
envolvidas na activagdo dos factores de transcricdo AP-1 e NF-xB (nuclear factor kB),
favorecendo a expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatoéria (fig. 7) (Abbas &

Lichtman, 2003 Bochud & Calandra, 2003).
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Figura 7: Representagdo esquematica da influéncia de TRL4 nas vias de activagdo de NF-xB e AP-1.

O NF-kB ¢ um factor de transcricdo que ¢ activado em resposta a sinais de TCR
e que ¢ essencial na sintese de citoquinas (Abbas e Lichtman, 2003). As proteinas NF-
kB sdo importantes na transcricdo de muitos genes em varios tipos de células,
particularmente nas células do sistema imunitario(Abbas e Lichtman, 2003). Nas células
T inactivadas, o NF-kB esta presente no citoplasma formando um complexo com outras

proteinas, chamadas inibidores de kB (IkBs) que bloqueiam a entrada de NF-xB para o



ntcleo (Abbas & Lichtman, 2003). A fosforilacdo de IkB pela via MAPK, calcio ou
PKC e a sua proteolise (desencadeada pela ligacdo da proteina ubiquitina), fazem com
que o NF-kB seja libertado e translocado para o nicleo onde contribui para a activagao
transcripcional de multiplos genes de citoquinas (IL-4, IL-5, IL-6, TNF, entre outras) e
de receptores de citoquinas (Abbas & Lichtman, 2003).

Foi descrito que, a supressao de MIF nos macréfagos, provoca uma reducio da
resposta ao LPS e a bactérias Gram-negativas, demonstrada pelo decréscimo da
actividade de NF-xkB e da producdo de TNF-a (Roger et al., 2003). Estes estudos
indicam que a MIF regula positivamente a expressdo de TLR4, actuando na familia de
factores de transcricdo ETS, essenciais para a expressdo de TLR4 (fig. 8) (Calandra &
Roger, 2003).
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Figura 8: Representagdo esquematica dos modos de entrada da MIF, das vias de activagdo de ERK, JABI

e ETS (envolvida na expressdo do TLR4).

Assim, a MIF facilita a deteccdo de endotoxinas, permitindo que as células que
se encontram proximo das “portas de entrada” respondam rapidamente a bactérias
invasoras (Calandra & Roger, 2003). Foi ainda demonstrado que ratos MIF-knockout
foram incapazes de controlar o crescimento do patogénio intracelular Salmonella
typhimurium (Koebernick et al., 2002 in Calandra & Roger, 2003), devido ao
decréscimo de TNF, IL-12 e IFN-y (Calandra & Roger, 2003). Estes dados indicam que
a MIF promove uma resposta imunitaria das células Tyl contra S. #yphimurium

(Calandra & Roger, 2003).



Estas observagdes, tomadas em conjunto, ddo uma possivel explicacdo para a
expressao constitutiva desta citoquina nos tecidos proximos do ambiente externo

(Calandra & Roger, 2003).

Supressao da actividade da p53:

A p53 ¢ um oncogene recessivo, também chamado de gene supressor de tumor,
que medeia a repressdo activa da divisdo celular através da inactivagdo de proteinas
celulares responsaveis pela mesma (Wagner & Hewlett, 2004). Por outro lado, nas
células que escapam a esta repressdo, ocorre um aumento da concentragdo de p53 na
forma livre, acima de um nivel critico, fendmeno que induz a apoptose celular (morte
celular programada) (Wagner & Hewlett, 2004).

Sabe-se que a generalidade das células tumorais exprime niveis elevados de MIF
(Calandra & Roger, 2003). Recentemente, foi descrito o papel da MIF na inibigao da
actividade da p53, ao nivel da inibi¢do do crescimento celular e da indugdo de apoptose
(Hudson et al., 1999, Fingerle-Rowson et al., 2003). Esta observagao fornece uma
ligacdo entre inflamacdo, crescimento celular e tumorogénese (Calandra & Roger,
2003). O facto de a MIF suplantar o efeito da p53 pode ter vantagens para o hospedeiro
ao limitar a perda de células, permitindo a proliferacdo celular local para a reparacao de
tecidos, que tenham sido afectados pela resposta inflamatoria (Hudson et al., 1999).

A fung¢@o pro-inflamatdria (producdo de TNF IL-1B e PGE2) e a viabilidade dos
ratos deficientes em MIF, diminui em relacdo aos do tipo selvagem quando ¢
administrado LPS, mas a produ¢do de NO (6xido nitrico) ¢ igual (Calandra & Roger,
2003). Contudo, a MIF inibe a acumulacao intracelular de p53 mediada por NO e,
consequentemente, a apoptose de macrofagos estimulados com LPS (fig.9) (Calandra &
Roger, 2003). Esta inibicdo envolve a activacdo sequencial de ERK1/ERK2, PLA2,
COX2 e PGE2 (Calandra & Roger, 2003). Em concordancia com estes resultados, foi
descoberto que a MIF interfere na via E2F-p53 de forma a manter o crescimento celular

(Petrenko et al., 2003 in Calandra & Roger, 2003).
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Figura 9: Representagdo esquematica da ac¢do da MIF na inibigdo da apoptose induzida pelo

stresse oxidativo e pela p53.

Assim, a regulacdo da expressdo do TLR4 e a regulacdo da sobrevivéncia celular
sdo dois mecanismos através dos quais a MIF promove as respostas pro-inflamatorias

da imunidade inata (Calandra & Roger, 2003, Leng et al., 2003).
MIF e a Imunidade Inata:

MIF e as Bactérias Gram-negativas:

As endotoxinas sdo o principal factor virulento das bactérias Gram-negativas.
Quando estimulados por LPS, os macréfagos libertam MIF, bem como pela indugdo de
moléculas efectoras como o TNF e o IFN-y (Calandra & Roger, 2003). Depois da
libertagdo nos tecidos ou na circulagdo sistémica, a MIF actua como uma citoquina pro-
inflamatoria classica, promovendo as respostas imunitarias inata e adquirida através da
activacdo dos macrofagos e das células T (Calandra & Roger, 2003). Apesar da MIF ser
necessaria para combater infecgdes, uma elevada produgdo desta citoquina pode ser
prejudicial durante infec¢des agudas ou cronicas (Calandra & Roger, 2003).

Apesar de a MIF ndo induzir o choque séptico quando injectada isoladamente,
doses elevadas de MIF recombinante aumentam a gravidade da endotoxaemia letal e da

sepsia de E. coli quando co-injectada com LPS ou E. coli em ratos (Bacher et al., 1996,



Abe et al., 2001, Roger et al., 2001, Calandra & Roger, 2003). Foram detectados niveis
elevados de MIF nos tecidos e no sangue de ratos com sepsia e, neutralizando a MIF
com anticorpos especificos, reduziu-se a producdo de TNF, protegendo-se os ratos do
choque endotoxico letal e da sepsia induzida por E. coli ou CLP (Caecal Ligation and
Puncture), mesmo quando o tratamento com anticorpos especificos para a MIF foi
iniciado apds o desenvolvimento de peritonite bacteriana (Calandra et al., 2000, Roger

etal., 2001, Calandra & Roger, 2003).

MIF e as Bactérias Gram-positivas:

As bactérias Gram-positivas provocam 40 a 50% dos casos de choque séptico
nos EUA (Martin et al., 2003 in Calandra & Roger, 2003). As exotoxinas (actuando
como superantigénios microbianos) e compostos da parede celular (peptidoglicanos e
outros) de Staphilococcus e Streptococcus podem induzir o choque através da
estimulacdo de macrofagos e de células T que induz a libertagdo de mediadores pro-
inflamatérios (Bochud & Calandra, 2003). Pequenas quantidades de TSSTI1
(staphylococcal toxic-shock syndrome toxin 1) ou SPEA (streptococcal pyrogenic
exotoxin A) induzem a producdo de MIF pelos macréfagos, o que pode provocar
respostas inflamatorias letais (Calandra & Roger, 2003). A mortalidade pode ser
prevenida pela administragdo de anticorpos especificos da MIF (Calandra et al., 1998 in
Calandra & Roger, 2003), tendo sido confirmado experimentalmente que a falta de MIF
esta associada a uma crescente resisténcia ao choque causado pela enterotoxina B8 de
Staphilococcus (Bozza et al, 1999 in Calandra & Roger, 2003). Estes dados
comprovam que a MIF desempenha um papel importante na patogénese de bactérias

Gram-positivas (Calandra & Roger, 2003).

MIF e inflamacio

A MIF é um componente integral das respostas inflamatorias, sendo rapidamente
libertada pelas células imunes quando estas sdo expostas a produtos microbianos, a
outras citoquinas pro-inflamatérias ou a uma resposta especifica do antigénio
(imunidade adquirida) e tem um potente efeito autocrino e paracrino que promove o
crescimento e a sobrevivéncia celulares (Calandra & Roger, 2003). Foi demonstrado,

usando células sem MIF, que esta citoquina promove, directa ou indirectamente, a



expressdao de um vasto conjunto de moléculas pro-inflamatdrias, incluindo citoquinas,
(TNF, IFN-y, IL-1p, IL-2, IL-6 e IL-8) NO, COX2 e produtos que intervém na via do
arachinodonic acid (como a PGE2) e metaloproteinases (Calandra & Roger, 2003).

A recente descoberta de que as hormonas glucocorticoéides induzem a secre¢do
da MIF (Calandra et al., 1995) parecia contradizer os efeitos pro-inflamatorios da MIF
(Calandra & Roger, 2003), uma vez que a sintese e libertacdo da maioria das citoquinas
proinflamatorias € inibida por glucocorticdéides (Morand et al., 2002). Contudo, esta
observagdo paradoxal levou a descoberta de que a MIF anula os efeitos
imunossupressivos dos glucocorticoides (fig. 10) (Calandra et al., 1995, Rossi et al.,
1998, Lubetsky et al., 2002, Morand et al., 2002, Calandra & Roger, 2003, Fingerle-
Rowson et al., 2003).
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Figura 10: Representacao esquematica da MIF na inibi¢ao dos glucocorticoides.

Foi observado, in vitro, que a MIF possui a capacidade de reverter a accdo dos
glucocorticéides, ao nivel da inibigdo: a) da sintese de TNF, IL-1, IL-6, IL-8 pelas
células mononucleares sanguineas periféricas (Calandra et al., 1995), b) da actividade
da PLA2 citossolica, ¢) da libertagdo de arachinodonic acid pelos fibroblastos (Mitchell
et al., 1999 in Calandra & Roger, 2003) e d) da prolifera¢do de células T (Bacher ef al.,
1996).

A concentracio de MIF circulante, geralmente semelhante a dos

glucocorticoides, aumenta nas inflamagoes, infecgdes e stress (Calandra et al., 2000,



Calandra & Roger, 2003). A andlise dos mecanismos moleculares da MIF e, as
interacgdes com os glucocorticdides, demonstraram que a MIF interfere nestes ao nivel
transcripcional e poés-transcripcional, nomeadamente em relagdo a producdo de
citoquinas (fig. 10) (Calandra & Roger, 2003). Daun e Cannon mostraram que a MIF
antagoniza os efeitos da hidrocortisona na via do kB, uma vez que contraria a inducao
do IkBa, mediada por esterdides (Daun & Cannon, 2000 in Calandra & Roger, 2003).
Assim, difundiu-se recentemente o conceito de que a MIF ¢ um antagonista
fisiologico dos glucocorticéides, interagindo com estes na regulacdo das respostas
imunitarias inata e adquirida (Calandra & Roger, 2003, Fingerle-Rowson et al., 2003).
Esta concepgdo foi corroborada por estudos que indicam que a MIF tem influéncia na
patogénese das inflamacdes agudas ou cronicas e doengas auto-imunes (Calandra &

Roger, 2003).

MIF e a Imunidade Adquirida:

Apesar de a MIF ter sido descoberta com um factor libertado por linfécitos
activados, até agora sabe-se pouco sobre o seu papel na imunidade adquirida (Calandra
& Roger, 2003). Sabe-se que os linfocitos T exprimem a MIF constitutivamente, sendo
a sua libertacao estimulada por anticorpos especificos de CD3 e glucocorticoides, entre
outras (Calandra & Roger, 2003). Foi referido que a MIF promove a activagdo e
proliferagdo de células T (Bacher et al., 1996). Ha ainda estudos que indicam que a MIF
¢ necessaria para a expressdo de IL-2 durante a activacdo de linfocitos T e para a
produgdo de anticorpos pelos linfocitos B (Abe et al., 2001). Além disso estimula a
produgdo de outras citoquinas, tais como, TNF-o, IFN-y e IL-12 (Abe et al., 2001,
Calandra & Roger, 2003). A TNF-a interfere na resposta inflamatoria aguda, a IL-2 na
activacdo das células T e B e ocorre um ciclo de feedback positivo entre IL-12 e IFN-y,
no sentido de estimular a fagocitose por parte dos macroéfagos, bem como aumentar a
actividade citolitica das CTL (Cytolytic T lymphocyte), também designadas de linfécitos
T CD8" (Abbas & Lichtman, 2003). A MIF tem ainda um papel importante na migragao
de macrofagos e de linfocitos, sendo, por isso, considerada uma citoquina linfotropica
(Calandra & Roger, 2003).

Conhecem-se também outras citoquinas que possuem o efeito contrario, como a

IL-4, IL-10 e TGF-B (Abe et al., 2001). Estas suprimem a diferencia¢do das CTL ou a



sua actividade citolitica e, nomeadamente, a IL-4 inibe a secrecao de IFN-y por parte
das células T CD8", enquanto que a IL-10 inibe os macrofagos activados (Abe et al.,
2001, Abbas & Lichtman, 2003).

Por outro lado, foram realizados estudos que demonstram que a neutralizagdo da
MIF pode promover a actividade das CTL, bem como das células T CD4" (fig. 11),
inibir o crescimento de tumores, ¢ aumentar a adesdo de linfocitos T aos locais de

invasdo tumoral in vivo (Abe et al., 2001).
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Figura 11: Grafico que compara a produgio de células T CD4" e CD8" em ratos portadores de tumores

em que foram aplicados dois tipos de tratamento: controlo de IgG e anti-MIF.

Estes resultados que a MIF pode exercer efeitos tumorogénicos pela regulagdo
negativa das respostas anti-tumorais de linfocitos T (Abe et al., 2001).

O aumento da citotoxicidade das células T, através da neutralizagdo de MIF, nao
pode ser atribuido ao incremento da proliferacio das células T CD8", mas sim a um
aumento da sobrevivéncia da populagdo de células T CDS8" citoliticas (Abe et al., 2001).

Ha estudos que sugerem que a expressao da MIF ¢ regulada positivamente
durante a resposta por CTL e a inibicdo da MIF, usando anticorpos especificos,
promove a actividade das CTL in vitro e in vivo, ndo afectando a secrecdo de IL-2 ou a
proliferagio de células T CDS8", induzida por antigénios (Abe et al., 2001). A actividade
das CTL deve ser mantida para assegurar a regressdo dos tumores (Abe ef al., 2001).
Para tal, a inibi¢do da MIF actua no prolongamento do tempo de vida das CTL,
assegurando as suas actividades anti-tumorais (Abe et al., 2001).

A observacdo de que o tratamento anti-MIF aumenta a migragdo de células T
CD4" e CDS8" para a massa tumoral, poder indicar a existéncia de outros mecanismos

na alteracdo da funcdo das células T anti-tumor, devido ao tratamento anti-MIF, que



podem envolver mecanismos como quimioquinas alteradas, ou receptores de
quimioquinas alterados (Abe et al., 2001).

Apesar da variedade de células imunitarias efectoras que participam na morte de
células tumorais, as CTL especificas do antigénio tumoral sdo muito eficientes na
mediagdo de mecanismos de morte tumoral, mesmo com baixas concentragdes de
antigénio (Abe ef al., 2001). Levanta-se, assim, a possibilidade de uma terapéutica anti-

tumor baseada no aumento das CTL pela imunoneutralizagdo da MIF (Abe et al., 2001).

Aplicagoes terapéuticas da MIF:

Como ja foi descrito anteriormente, a MIF esta implicada na patogénese de
inimeras doengas inflamatorias cronicas e agudas, tais como a sepsia, a ARDS (acute
respiratory distress sindrome), a asma, a artrite, a glomerulonefrite, a dermatite atdpica,

rejeicdo de transplantes, a artrite reumatdide (Morand et al., 2002) e a arteriosclerose.

Sepsia

Trata-se de uma complicagdao provocada por bactérias Gram-negativas, podendo
resultar em choque séptico, e € caracterizada por um colapso vascular, coagulacio
intravascular disseminada e distirbios metabolicos (Manuila et al., 1999, Abbas &
Lichtman, 2003). Constitui uma manifestacdo clinica aguda resultante de uma
desregulacdo das respostas imunitarias inatas, durante o processo de inflamagdo
(Calandra & Roger, 2003). Ocorre devido a produ¢do de TNF e outras citoquinas, por
indugdo de LPS, incluindo IL-1, IL-12 e IFN-y (Abbas & Lichtman, 2003). Esta doenca
pode estar associada ao facto de outras citoquinas apresentarem as mesmas respostas
que TNF, ou seja, um exemplo de redundancia (Abbas & Lichtman, 2003).

Esta doenca auto-imune representa a décima causa de morte mais comum nos
EUA e a segunda causa de morte mais comum em unidades de cuidados intensivos
(excluindo os dedicados a doengas coronarias), apesar do aumento dos cuidados
hospitalares (Bochud & Calandra, 2003, Calandra & Roger, 2003). Quase metade dos
casos de sepsia grave € provocada por infecgdes derivadas de bactérias Gram-positivas

(Bochud & Calandra, 2003).



As respostas imunitarias inatas t€ém de ser altamente reguladas, sendo podem
resultar em reac¢des imunitarias e inflamatérias que resultam em crescimento
microbiano descontrolado, ou respostas inflamatorias devastadoras com lesdo dos
tecidos, colapso vascular e falha de diversos orgdos (Bochud & Calandra, 2003).

As propriedades pro-inflamatorias intrinsecas da MIF, o facto de ter uma
elevada produgdo nas células do sistema imunitario inato ¢ o seu papel crucial nas
respostas dos macrofagos a invasdes microbianas, apoiam uma influéncia da MIF na
sepsia (Rossi et al., 1998, Burger-Kentisher et al, 2002, Lubetsky et al., 2002, Calandra
& Roger, 2003). Esta hipotese foi testada em varios modelos animais, que mostraram
que uma producdo excessiva de MIF ¢é prejudicial na fase aguda da sepsia, tendo sido
encontrados niveis elevados desta citoquina no sangue de doentes com sepsia grave ou
choque séptico (Calandra & Roger, 2003). A neutralizagdo da MIF ou a delec¢do do
gene diminuem a actividade inflamatoéria e a mortalidade destas doencas (Calandra &
Roger, 2003). Estdo, actualmente, em desenvolvimento varios ensaios clinicos para
testar a eficacia de anticorpos especificos da MIF no tratamento de pacientes com sepsia

(Calandra & Roger, 2003).

ARDS

A sepsia causa, frequentemente, ARDS, a mais grave e mortifera lesdo pulmonar
aguda (Rossi ef al., 1998, Calandra & Roger, 2003), caracterizada por uma ruptura do
epitélio alveolar e do endotélio microvascular (Calandra & Roger, 2003). A activacao
de neutrofilos ¢ a morte celular sdo os componentes importantes da resposta
inflamatoria responsavel por esta doenca (Rossi et al., 1998, Calandra & Roger, 2003).

Em pulmdes normais, a MIF ¢ constitutivamente expressa no epitélio bronquial,
no endotélio alveolar e nos macrofagos alveolares (Calandra & Roger, 2003). Contudo,
em pacientes com ARDS, a expressdo de MIF ¢ incrementada, difundindo-se para os
espagos alveolares e potenciando respostas inflamatorias alveolares (Calandra & Roger,
2003). A imunoneutralizacdo da MIF reduz a secre¢do de TNF e IL-8 em culturas de
macrofagos alveolares retirados de pacientes com ARDS (Calandra & Roger, 2003). Por
outro lado, a adi¢do de MIF recombinante tem o efeito contrario, potenciando a

inflamacao pulmonar (Calandra & Roger, 2003).



Consideracoes Finais:

A MIF ¢ actualmente considerada uma importante molécula efectora do sistema
imunitario inato. Ao contrario da maioria das citoquinas, A MIF ¢ expressa
constitutivamente por células imunes, enddcrinas e epiteliais em contacto com o meio
externo, apontando a MIF como reguladora das respostas do hospedeiro a infec¢do e ao
stress, o que ¢ consistente com a observacdo de que esta incrementa a expressdo de
TLR4 nos macrofagos, sendo esta a molécula de transducdo de sinal do complexo
receptor das endotoxinas das bactérias Gram-negativas (Calandra & Roger, 2003). Os
produtos microbianos e outras citoquinas pro-inflamatorias induzem a libertagdo da
MIF pré-formada (Calandra & Roger, 2003).

Sao caracteristicas distintivas desta citoquina a sua capacidade de regular
negativamente os efeitos imunossupressivos dos glucocorticoides e de manter a
actividade inflamatoéria através da inibicdo da apoptose de macrofagos p53-dependente.
Devido as suas propriedades pro-inflamatorias e imunoreguladoras, a MIF contribui
para a patogenicidade da sepsia, da ARDS e de doencas auto-imunes, havendo uma
correlagdo entre os niveis de MIF e a severidade destas patologias. Dado o papel central
da MIF na regulacdo da imunidade inata e adquirida, a manipula¢do da actividade da
MIF podera fornecer novas possibilidades de tratamento para diversas patologias

(Calandra & Roger, 2003).
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