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O reumatologista revisita.

A reacdo inflamatoria autoimune e possibilidades de seu controle

(Parte 2)

MECANISMOS DE SINALIZACAO CELULAR E
RESPOSTA A INTERLEUCINA-6

Ainterleucina-6 € um agente mediador essencial para
a regulacéo do sistema imune. Contudo, a producéo ex-
cessiva desta citocina conduz a inflamagéo e seu pro-
cesso inflamatério patoldgico. Portanto, a regulacédo da
expressao e da atividade da IL-6 deve ser controlada por
uma série de mecanismos extraordinariamente precisos,
que tenham controle sobre a magnitude e a duracéo da
resposta.

Ap0s a clonagem do gene para IL-6 se descobriu o
papel do receptor de IL-6 e sua fun¢do na sinalizagcdo
celular. O receptor de IL-6 (IL-6R) tem uma organizagao
realmente fora do comum, em comparagdo com outras
proteinas receptoras. Contém 468 aminoéacidos, reparti-
dos em duas cadeias polipeptidicas: um receptor de IL-6
de 80 kDa e uma glicoproteina transdutora do sinal de
130 kDa (gp130). O receptor de 80 kDa tem 2 variantes:
a forma transmembrana (com 30 amino&cidos) e a forma
soltvel (com 82 aminoacidos). Enquanto IL-6R tem 6 siti-
os possiveis de N-glicosilacdo e 11 residuos de cisteina,
a regiao intracitoplasmatica do receptor nao tem dominio
tirosina-quinase e ndo desempenha qualquer papel
enzimatico na transducdo do sinal mediada por IL-6¢9.

Esta forma contém um fragmento intracitoplasmatico
curto, pelo qual pode ligar-se a gp130, antes da estimu-
lacdo mediada pela ligagcdo ao receptor de IL-6. Estima-
se que esta ligacdo produza um complexo multimérico
compreendido por 2 moléculas IL-6, 2 proteinas IL-6R e
2 proteinas gp130.

Para conhecer o mecanismo regulador da inflama-
¢do mais a fundo, tornou-se essencial descobrir a regu-
lacdo da doenca e a contribuicéo do receptor sollvel de
interleucina-6 (sIL-6R). Este ndo apresenta dominios ci-
toplasmicos, também é observado em condi¢des normais
no soro, nem no liquido sinovial.

Este receptor sollvel se comporta como agonista e é
capaz de transmitir sinais por meio de um processo de-
nominado transinalizagéo. Este processo ocorre porque
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o0 receptor sollvel pode formar um complexo estimu-
lante apos sua ligacdo a IL-6, que, por sua vez, asso-
cia-se a gp130, dando lugar a esta série de eventos
celulares, denominados transinalizacdo. Embora a re-
levancia deste mecanismo esteja emergindo in vivo,
existem estudos que demonstram como slIL-6R exerce
certa influéncia sobre a migracéo, a ativagdo e a apop-
tose de leucdcitos.

Por outro lado, 0 mecanismo de transinalizagdo tem
se mostrado fundamental no momento de explicar a
regulacdo patoldgica de algumas doengas inflamatorias
cronicas, como a artrite reumatoide ou a inflamagéo in-
testinal. A proteina gp130 tem um dominio transmem-
brana, que é responsavel pela transducéo do sinal atra-
vés da membrana. Diferentemente de IL-6R, que possuli
um padréo de expressdo bem definido, restrito aos he-
patdcitos e aos leucdcitos, a proteina gpl130 se expres-
sa de forma generalizada em todos os tecidos, incluindo
fibroblastos sinoviais, células endoteliais vasculares e
osteoclastos, que integram o conjunto celular das articu-
lacGes inflamadas em pacientes com artrite reumatoide.
Por isso, gp130 também intervém na transducdo do si-
nal de muitos outros componentes da familia interleuci-
na-6, dentre outras, LIF, OSM, CNTF, CT-1, IL- 11. O fato
da molécula gp130 ser utilizada por outras citocinas desta
familia permite explicar sua redundancia funcional. Na
presenca de IL-6R solUvel, IL-6 pode estimular os fibro-
blastos sinoviais, as células do endotélio vascular e os
osteoclastos, sendo esta molécula implicada de novo no
processo inflamatério. Este fenédmeno também tem sido
observado em outros sistemas de citocinas (IL-3, IL-5,
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G-CSF) em que haja o compartilhamento de uma mes-
ma molécula receptora. Uma vez formado este comple-
x0 multimérico integrado por IL-6, IL-6R e gp130, preci-
samente este Ultimo produz um sinal de ativacdo para
uma familia de tirosina-quinases intracelulares de 120-
140 kDa, denominada Janus (JAK). Trata-se de um gru-
po constituido de 4 proteinas (em mamiferos), que sdo
conhecidas como JAK-1, JAK-2 e Tyk-2, amplamente
expressas, ao passo que JAK-3 é principalmente de ori-
gem hematopoiética. As proteinas JAK, por sua vez, per-
mitem a fosforilagdo de STAT3 (signal transducer and
activator of transcription).

A translocacdo de STAT3 para 0 ndcleo induz uma
nova expressdo génica. Ou seja, transcorridos poucos
minutos da ativagio do receptor de interleucina-6 séo
produzidas a transfosforilagcdo e a ativacéo de JAKs. Pos-
teriormente, as porgdes terminais de gp130 séo fosfori-
ladas, provocando a mediagao do recrutamento das pro-
teinas STAT3, formando-se um dimero. STAT3 é ativado
no citoplasma, mas o local em que realmente exerce sua
funcdo é o nucleo. A dimerizacéo de STAT3 ativada per-
mite internaliz&- la no nacleo celular. Uma vez no nucleo,
STAT3 favorece a transcricdo de numerosos genes, in-
cluindo aqueles que codificam para a sintese de protei-
nas que intervém na fase aguda da doenca. Além de
STAT3, existem outros 6 genes STAT, todos localizados
em 3 clusters cromoss6micos, sugerindo que a familia
STAT tenha evoluido a partir de fendmenos de duplica-
¢ao génica. A regulagdo da sintese de STAT nédo parece
desempenhar um papel importante na regulagcao do si-
nal mediado por citocinas. Entretanto, a atividade STAT
€ regulada principalmente em consequéncia das modifi-
cagdes pos-transducionais que ocorrem na proteina. As
proteinas STAT sédo ativadas através dos receptores de
citocinas, como é o caso da ativacdo de STAT3, que é
produzida a partir de qualquer um dos membros da fa-
milia IL-6. De fato, todas as proteinas STAT apresentam
uma estrutura terciaria altamente preservada e dispdem
de um dominio comum SH2, através do qual se ligam ao
receptor fosforilado da tirosina-quinase. Conforme men-
cionamos, IL-6 é sintetizada em um amplo numero e ti-
pos celulares e, assim, seu receptor é expresso igual-
mente em diversas células. Estima-se que existam cen-
tenas de milhares de moléculas IL-6R presentes em cada
célula. Contudo, as células do mieloma mdltiplo em se-
res humanos expressam uma faixa de 10 - 20 - 103 re-
ceptores de IL-6, um achado sugestivo de que a inter-
leucina-6 também possa funcionar como um fator de cres-
cimento nos mielomas mdltiplos e, portanto, colaborar
para a formacéo de outros tipos de tumores. Além disso,
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os linfocitos T e B também expressam receptores para
interleucina-6, embora a regulagio da expressédo de IL-
6R apresente diferengas entre ambos os tipos de célu-
las. Os sistemas de sinalizacdo de IL-6 sdo regulados
por um mecanismo de feedback negativo, pelos supres-
sores de sinalizacdo de citocinas (SOCS, Supressors of
Cytokine Signalling) e pelas proteinas inibidoras das pro-
teinas STATs ativas (PIAS). A interacéo IL-6/IL-6R ativa
a STAT3, que estimula a expressao do gene de SOCS-1.
A molécula SOCS-1 liga-se, entao, ao complexo IL-6/IL-
6R através de JAK, atuando como um regulador negati-
vo da transducé&o dos sinais, mediada por gp130, SOCS-
1, SOCS-2 e SOCS-3 sao induzidos por vérias citoci-
nas, incluindo IL-6, IFN-a, IL-4 e G-CSF e todas geram a
mesma resposta: a inibicdo da via JAK/STAT. SOCS-1
interage diretamente com JAKs e, portanto, inibe sua
atividade catalitica (suprime a transdugéo dos sinais,
mediada por gp130), ao passo que SOCS-3 inibe a sina-
lizacdo ao ligar-se diretamente ao receptor de interleuci-
na-6. Trabalhando em modelos em animais experimen-
tais se observou como os ratos com deficiéncia de ex-
pressdo de SOCS-1 mantinham intacto 0 mecanismo
regulador do sinal de IL-6, deixando evidente que SOCS-
3 é considerado um inibidor crucial do sinal de II-6, in
vivo. A familia PIAS é composta de um grupo de protei-
nas de expressdo constitutiva e tem um efeito regulador
negativo das STATs. PIAS-3 é associada especificamen-
te & proteina STAT-3 ativada, mas ndo se associa a STAT-
1, levando a um bloqueio de todos os genes (proteinas
da fase aguda) cuja transcricdo seja mediada por STAT-
3. PIAS-3 é uma molécula especialmente bem conheci-
da, devido a seu papel inibidor da sinalizagdo mediada
por IL-6 na linhagem M1 de leucemia mieloide em ratos.
A expressao constitutiva das proteinas PIAS torna seu
papel fisioldgico muito diferente do papel atribuido as
proteinas SOCS, cuja indugdo por citocinas é um pro-
cesso transitorio. Contudo, a relevancia funcional de qual-
guer uma dessas 2 familias de proteinas ainda precisa
ser pesquisada.

Os receptores de citocinas séo proteinas transmem-
branas e, portanto, seguem o modelo tipico de proteinas
de transporte celular.

S&o sintetizados no reticulo endoplasmatico, aglome-
ram-se formando vesiculas e séo transportados ao com-
plexo de Golgi, onde séo processados, antes de serem
finalmente transferidos para a membrana citoplasmati-
ca. Contudo, os receptores de citocinas ndo se encon-
tram ligados permanentemente a superficie celular, pois
também experimentam um fendmeno de endocitose.
Retirar rapidamente essas citocinas inflamatdrias da cir-
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culacdo € uma estratégia essencial para manter o equi-
librio homeostatico e ndo atingir uma situagao potencial-
mente classificada como patoldgica.

O mecanismo molecular de interiorizagéo de IL-6 foi
estudado detalhadamente na década de 1990. Estudos
de ligacéo genética realizados em hepatdcitos de ratos
e na linhagem tumoral hepéatica HepG2 revelaram a ex-
pressado de 4.500 e 2.000 receptores de IL-6, respecti-
vamente, de afinidade muito alta, tanto nas células he-
paticas normais quanto no hepatoma, embora com al-
gumas constantes muito elevadas de dissociagao.

Assim, apos a ligacéo de IL-6, este é interiorizado
muito rapidamente (30-60 min), dando lugar a deple¢ao
quase total dos sitios de ligagédo a IL-6 na superficie ce-
lular.

Desse modo, IL-6 provoca uma estimulagao dos siti-
os de ligacdo. A sintese de proteinas de novo é um pro-
€esso necessario para substituir todos os sitios de liga-
¢do a IL-6, para que, depois da interiorizacéo, receptor e
ligante talvez sejam degradados no compartimento lisos-
sdmico. Levantou-se a hipdtese de que esta endocitose
de IL-6 e de seu receptor seja um mecanismo de inibi-
¢do, portanto, o dominio intracelular de gp130 é crucial
neste processo, evitando-se, assim, um acimulo exces-
sivo de interleucina-6.

Alternativamente, também foi postulado que gp130
possa ser separada do complexo IL-6/ IL-6R e reciclada
novamente para a superficie da célula em que este
multimero se expresse.

Alguns trabalhos mostram que a endocitose néo esta
acoplada a via JAK/STAT. Além disso, anticorpos mono-
clonais de efeito agonista ou antagonista dirigidos con-
tra gp130 se interiorizaréo, seguindo cinéticas compara-
veis. Este resultado evidenciou que a endocitose de
gp130 ndo é mediada por qualquer outro ligante, des-
cartando, assim, a participacédo do complexo JAK/STAT.
De fato, na maioria dos sistemas, a ativagdo da familia
STAT é transitoria.

INTERLEUCINA-6 E RESPOSTA IMUNOINFLAMATORIA

IL-6 influi muito significativamente no curso da infla-
macao nos seres humanos. Existem evidéncias de como
IL-6 é capaz de mediar efeitos pré-inflamatérios, que in-
cluem ainducéo da sintese de moléculas de adeséo inter-
celular e o recrutamento de leucdcitos, mas também, de
intervir na regulacédo de processos anti-inflamatdrios,
como a supressao de citocinas pré-inflamatorias, o fator
de necrose tumoral TNF-alfa e IL-1. Uma situacao de equi-
librio entre ambos os efeitos da interleucina-6 influira de-
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cisivamente no desenvolvimento da resposta imuno-
inflamatdria e da doenca associada. Concretamente,
considera-se que a transinalizacdo mediada pela forma-
¢do do complexo IL-6/sIL-6R possa favorecer o recruta-
mento de mondcitos, uma etapa fundamental na transi-
¢ao da fase aguda para a fase cronica.

INFILTRACAO DE NEUTROFILOS

Em termos gerais, a chegada dos neutrdfilos é a pri-
meira reacdo, chamada resposta inflamatoria, através da
qual as células e as moléculas da imunidade inata se
relnem no sitio afetado. A aglomeracao de neutrdfilos
em um determinado tecido é induzida por mediadores
inflamatorios. Estes mediadores — interleucina-6, em
particular — causam mudancas nas moléculas de ade-
sdo expressas pelo endotélio vascular dos capilares san-
guineos no sitio de inflamac&o e a seu redor. Afirma-se,
entdo, que o endotélio vascular esta ativado. Os media-
dores inflamatérios também induzem a expressao de
moléculas complementares de adesdo nos neutrofilos
circulantes. Estas sdo as mudancas que possibilitam que
os neutrofilos do sangue fiqguem aderidos ao endotélio
ativado e cheguem a infiltrar-se no tecido inflamado. Com
base nos dados apresentados anteriormente, durante um
episadio inflamatorio agudo que é resolvido com éxito, o
recrutamento inicial de leucécitos passa necessariamente
por um influxo inicial de neutrdfilos, que, depois, serdo
eliminados e substituidos por outra populacdo de célu-
las mononucleares. Este padrdo de infiltracdo depende
da transinalizacdo de IL-6. Embora IL-6 ndo afete a taxa
inicial de infiltrac&o de neutrdéfilos, existem dados coleta-
dos na literatura médica, de pesquisas desenvolvidas em
modelos animais (ratos com delecéo [KO] para IL-6), que
demonstram que IL-6 bloqueia o acimulo de neutréfilos
nos sitios da inflamac&o.

Assim, o controle que IL-6 exerce sobre a infiltragdo
de neutrofilos é passivel de inibicdo. Visto que as células
do estroma sao fenétipo gp130+IL6-R- (ndo apresentam
o receptor tipo IL-6R), a atividade biol6gica da interleuci-
na-6 é governada pela concentracéo local da forma so-
lavel de IL-6R. Um aumento significativo nos niveis de
sIL-6R esta correlacionado ao grau de infiltracao de neu-
tréfilos e a sua ativacao in vitro.

Em humanos, mediada por PCR, quimiocinas infla-
matérias (um grande grupo de proteinas que intervém
na atracéo de leucdcitos) e outros agentes quimiotaxicos,
promovem o deslocamento de IL-6R. O desenvolvimen-
to desse processo de recrutamento de neutrdfilos con-
duz a transinalizacao de IL-6 nas células do tecido resi-
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dente e direciona a mudanca para o recrutamento de
células mononucleares®“’. A esse respeito, estudos in vitro
confirmam que IL-6 é capaz de induzir os TNF e IL-1,
pelo bloqueio dos receptores das quimiocinas CXCL1
(ativacdo de neutrdfilos) e CXCL8 (IL-8, responséavel pela
mobilizacdo, ativacdo e degranulacdo dos neutréfilos).
Entretanto, IL-6 ativa diretamente a liberacdo das qui-
miocinas CXCL5 e CXCL6 (atragé@o de linfécitos). Re-
centemente, deu-se destaque especial para a importan-
cia do papel regulador de IL-6 na resposta inflamatoria,
ao se estudar um modelo in vivo de infec¢éo bacteriana
por Staphylococcus aureus. Concretamente, a reconsti-
tuicdo genética de ratos IL-6-/- (previamente com delec¢éo
para IL-6) reduziu significativamente o indice de mortali-
dade, de forma que essa evolucéo transcorreu simulta-
neamente a diminui¢cbes na neutrofilia e da bacteremia.
E possivel que o controle de IL-6 nesse tipo de ativida-
des tenha uma importancia certamente muito particular
durante o desenvolvimento do choque séptico, em que
ja se comprovou o papel protetor dessa citocina. Contu-
do, o sucesso dessa resposta, nessas condi¢bes, tam-
bém dependera do desenvolvimento de uma resposta
imune adquirida. Nesse ponto, mais uma vez, IL-6 de-
sempenha uma fungdo predominante, conforme ja foi
demonstrado in vivo. A transinalizagdo de IL-6 afeta a
evolucao da inflamacéo a medida que favorece o recru-
tamento de células mononucleares. Para que um pro-
cesso inflamatério seja benéfico, a reagdo mais precoce
deve ser aguda, permitindo a eliminag¢io do agente res-
ponsavel pelo dano em pouco tempo e dentro da regido
afetada; tudo isso permitira a inducéo da resposta imu-
ne. A transicao no acumulo de neutréfilos para mondcitos
leva a uma destruicdo eficiente desses agentes patogé-
nicos, por meio da acdo combinada do poder destrutivo
e fagocitario dos neutrofilos e dos macréfagos, que in-
tervém durante a resposta inflamatdria. Esta progresséo
de eventos ndo é direcionada somente para a infiltragéo
das células mononucleares, mas também para o desa-
parecimento dos neutrofilos.

Os neutroéfilos sdo um tipo de células que desempe-
nham um papel central na defesa do organismo diante
de uma ferida ou de uma infeccéo, por sua capacidade
de sintetizar metabdlitos oxidados e de liberar diversas
enzimas. Contudo, esses agentes podem ser tdxicos para
os tecidos circundantes aparentemente normais e che-
gar a induzir uma doenga de natureza inflamatéria. Para
evitar isso, existe um mecanismo rapido de inibicdo. Ou
seja, além da transi¢do da imunidade natural para a imu-

nidade adquirida ser produzida pelo controle da atragcdo
de leucocitos exercido pelas quimiocinas, a ativacédo da
apoptose de leucdcitos, inclusive dos neutrdéfilos, tam-
bém é bem-sucedida. Qualquer alteracdo dessa res-
posta apoptotica pode atrasar a destruicdo dos neutro-
filos e reter mondcitos ativos no interior do tecido afeta-
do. Isso se torna evidente no liquido sinovial dos paci-
entes com artrite reumatdide, em que os linfocitos T
isolados da articulacéo inflamada mostram uma expres-
sdo excessiva de alguns reguladores antiapoptoticos,
como o Bcl-xL.

Atualmente, hd numerosos dados que apontam a in-
terleucina-6 como um dos principais reguladores da apop-
tose de leucdcitos.

Estudos in vitro realizados em ratos demonstram que
IL-6 é capaz de impedir que os linfocitos T entrem em
apoptose, evitando que essas células sofram uma morte
celular ndo fisiolégica. Contudo, ao contrario dessa fun-
¢ao de resgate, a transinalizacédo (complexo IL-6/sIL-6R)
facilita a apoptose dos neutrdfilos. Ainda ndo se sabe
como IL-6 pode regular simultaneamente estes sinais pré-
ou antiapoptoticos.

Os neutrofilos que entram em apoptose expressam
uma nova série de antigenos de membrana, que sao
reconhecidos por proteinas receptoras situadas sobre a
superficie celular dos macréfagos, promovendo a fago-
citose.

Afagocitose desses neutrdfilos polimorfonucleares que
entraram em apoptose favorece a liberacéo de TGF-( (fa-
tor transformador de crescimento beta) e da proteina
quimiotaxica dos monécitos MCP-1 (quimiocina produzi-
da pelas células T ativadas que atrai macréfagos) e a
diminui¢ao da producéo de IL-8, provocando a ativagéo
das quimiocinas que atraem os mondcitos. A medida que
ocorre a deplecao de neutrdfilos no sitio da inflamacao,
0s mondcitos saem da corrente circulatéria, primeiro acu-
mulando-se e, depois, diferenciando-se em macréfagos
inflamatdrios, que terminam por completar a fagocitose
e destruir os agentes lesivos. Apds alguns dias, mondcitos
e macrofagos migram para os linfonodos locais. Durante
esse processo de migragdo, 0s mondcitos sdo finalmen-
te diferenciados em células dendriticas. Estas células ja
podem apresentar os peptideos antigénicos aos linfoci-
tos e, assim, contribuir para a geracdo da resposta imu-
ne.

As referéncias bibliogréaficas serdo publicadas no final da
32 e Gltima parte.

TEMAS DE REUMATOLOGIA CLINICA - VOL. 10 - N° 3 - SETEMBRO DE 2009

87



