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RESUMO

Silveira LKR. Efeito da imunoterapia com colageno V no processo inflamatério e
remodelamento do tecido sinovial na artrite experimental [dissertacdo]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2023.

Recentemente, muitos autores demonstraram que a leséo tecidual e vascular
decorrente de processos inflamatérios patolégicos pode expor o colageno V,
proteina fibrilar localizada no interior das fibrilas de colageno. Assim, pelas suas
propriedades antigénicas, o colageno V pode tornar-se um neoantigeno, quando
exposto ao sistema imunolégico, gerando autoimunidade em diversas
enfermidades. Estudos prévios do nosso grupo, mostraram que ratos com
inflamacé&o articular induzida por albumina sérica bovina metilada (mBSA) e
adjuvante completo de Freund, apresentam anticorpos anti-colageno V. Ainda, a
administracdo oral profilatica com colageno V, interferiu positivamente na
modulacéo do processo inflamatoério e remodelamento da sindvia nos ratos com
inflamacdo articular; entretanto, o efeito do colageno V como imunoterapico
ainda nao é conhecido. No presente estudo, avaliamos o efeito da imunoterapia
com coladgeno V, apds o estabelecimento da sinovite articular em modelo de
artrite em ratos. Para isso, vinte e cinco ratos da linhagem Lewis, machos, trés
meses de idade, com média de peso de 360g foram divididos em trés grupos:
artrite induzida (Al, n=10), artrite tratada com colageno V (Al-Col V, n=10) e
controle com colageno V (CT-Col V, n=5). A artrite foi induzida através de injecéo
intra-articular (ia) de mBSA e adjuvante completo de Freund no joelho direito,
com reforcos intra-articulares de mBSA no 7° e 14° dias. No 15° dia, ap6s o
periodo de inducgéo, o grupo Al-Col V recebeu administracao oral de 300 pl de
uma solucao de 1,6ug/pl de colageno V, trés vezes por semana. No grupo CT-
Col V foi injetado 20 pl de solucéo salina (ia), e os animais receberam o0 mesmo
protocolo de tratamento do grupo Al-Col V. Os grupos foram eutanasiados apos
30 dias da primeira injecdo. Foram avaliados o diametro articular, inflamacao por
PET/CT com [18F]FDG, expressdo de CD3+, CD4+, CD8+, CD20+, FoxP3+,
Caspase 3+ e IL-10+ e do colageno dos tipos |, lll e V, além da pesquisa de
anticorpos anti-colageno Il e V no soro. Nossos resultados mostraram aumento
no diametro articular em 7 e 14 dias nos grupos Al e Al-Col V e diminuicéo aos
30 dias. Ainda, néo foi detectado diferenca significativa da atividade metabdlica
celular entre os grupos Al-Col V e Al, apés 30 dias. Morfologicamente,
identificamos espessamento da membrana sinovial, presenca de intenso
infiltrado inflamatdrio no tecido sinovial do grupo Al; ao contrario, identificamos
ténue diminuicdo de células inflamatorias, associadas ao depdsito de colageno
no grupo Al-Col V. Nos grupos Al e Al-Col V, identificamos aumento de linfocitos
T (CD3+, CD4+, CD8+), linfocitos B (CD20+) e macréfagos (CD68+) no tecido
sinovial do joelho direito com inducéo de artrite, em relagcéo ao joelho esquerdo.
Ressaltamos, intenso infiltrado de linfécitos marcados duplamente para FoxP3+



e IL-10+ e, também, de linfécitos CD3+ com caspase 3+ no tecido sinovial do
grupo Al-Col V, quando comparado ao tecido sinovial do grupo Al.
Adicionalmente, o tecido sinovial do grupo Al-Col V apresentou diminuicdo da
expressdo de colageno V nas regides com intensa positividade para IL-10,
quando comparado ao grupo Al. No grupo Al-Col V também identificamos um
aumento significativo de coldgeno | e diminui¢cdo de coldgeno V, o que néo foi
observado para o colageno lll. Quanto a frequéncia de anticorpos no soro,
encontramos anti-colageno Il, em 50% e 46,6% dos animais, respectivamente
nos grupos Al e Al-Col V, e anti-colageno V em 50% e 58,3% dos animais,
respectivamente em Al e Al-Col V. Sabendo-se que a administracdo oral de
colageno V, aos 15 dias da inducdo da artrite em ratos, induziu aumento de
linfécitos FoxP3+ com intensa producdo de IL-10+, aliada ao aumento de
colageno | e diminuicdo de colageno V, podemos concluir que o colageno V tem
efeito imunoterapico na artrite em ratos. Ainda, sugerimos que anticorpos anti-
colageno V poderiam ser utilizados como um biomarcador de evolu¢cdo do
processo inflamatério articular nesta enfermidade.

Palavras-chave: Sinovite. Artrite. Colageno. Colageno V. Imunoterapia.

Tolerancia.



ABSTRACT

Silveira, LKR. Effect of collagen V immunotherapy on the inflammatory process
and synovial tissue remodeling in experimental arthritis [dissertation]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2023.

Recently, many authors have suggested that tissue and vascular damage
resulting from pathological inflammatory processes can expose collagen V, a
fibrillar protein located within collagen fibrils. Thus, due to its antigenic properties,
collagen V can become a neoantigen when exposed to the immune system,
generating autoimmunity in several diseases. Previous studies by our group have
shown that rats with joint inflammation induced by methylated bovine serum
albumin (mMBSA) and complete Freund's adjuvant, have anti-collagen V
antibodies. Furthermore, prophylactic oral administration with collagen V,
positively interfered in the modulation of the process inflammation and synovial
remodeling in rats with joint inflammation; however, the effect of collagen V as an
immunotherapy is not yet known. In the present study, we evaluated the effect of
immunotherapy with collagen V after the establishment of joint synovitis in a
model of arthritis in rats. For this, twenty-five male Lewis rats, three months old,
with an average weight of 360g were divided into three groups: induced arthritis
(IA, n=10), arthritis treated with collagen V (IA-Col V, n=10) and control with
collagen V (CT-Col V, n=5). Arthritis was induced by intra-articular (ai) injection
of mMBSA and complete Freund's adjuvant in the right knee, with intra-articular
MBSA boosters on the 7th and 14th days. On the 15th day, after the induction
period, the 1A-Col V group received oral administration of 300 ul of a 1.6 pg/ul
collagen V solution, three times a week. In the CT-Col V group, 20 pl of saline
solution (ai) was injected, and the animals received the same treatment protocol
as in the IA-Col V group. The groups were euthanized 30 days after the first
injection. Joint diameter, inflammation by PET/CT with [18F]FDG, expression of
CD3+, CD4+, CD8+, CD20+, FoxP3+, Caspase 3+ and IL-10+ and collagen
types I, lll and V, in addition to search for anti-collagen Il and V antibodies in
serum. Our results showed an increase in joint diameter at 7 and 14 days in the
IA and IA-Col V groups and a decrease at 30 days. Still, no significant difference
was detected in cellular metabolic activity between the 1A-Col V and IA groups
after 30 days. Morphologically, we identified thickening of the synovial
membrane, presence of intense inflammatory infiltrate in the synovial tissue of
the 1A group; on the contrary, we identified a slight decrease in inflammatory cells
associated with collagen deposition in the IA-Col V group. In the IA and IA-Col V
groups, we identified an increase in T lymphocytes (CD3+, CD4+, CD8+), B
lymphocytes (CD20+) and macrophages (CD68+) in the synovial tissue of the
right knee with arthritis induction, compared to the left knee. We highlight the
intense infiltration of lymphocytes doubly labeled for FoxP3+ and IL-10+, and also
of CD3+ lymphocytes with caspase 3+ in the synovial tissue of the IA-Col V
group, when compared to the synovial tissue of the IA group. Additionally, the
synovial tissue of the IA-Col V group showed a decrease in collagen V expression
in regions with intense positivity for IL-10, when compared to the 1A group. In the
IA-Col V group, we also identified a significant increase in collagen | and a
decrease in collagen V, which was not observed for collagen Ill. Regarding the



frequency of antibodies in the serum, we found anti-collagen Il in 50% and 46.6%
of the animals, respectively in the 1A and IA-Col V groups, and anti-collagen V in
50% and 58.3% of the animals, respectively in 1A and IA-Col V. Knowing that the
oral administration of collagen V, 15 days after the induction of arthritis in rats,
induced an increase in FoxP3+ lymphocytes with intense production of IL-10+,
combined with an increase in collagen | and a decrease in collagen V, we can
conclude that collagen V has an immunotherapeutic effect on arthritis in rats.
Furthermore, we suggest that anti-collagen V antibodies could be used as a
biomarker of the evolution of the joint inflammatory process in this disease.

Keywords: Synovitis. Arthritis. Collagen. Collagen V. Immunotherapy. Tolerance.
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1- INTRODUCAO

1.1- Sinovite

As articulacdes sinoviais sdo componentes de grande importancia para o
sistema musculo-esquelético, pois sao responsaveis pelo suporte para 0s 0Ss0s
e principalmente pela flexibilidade da articulagdo. Estas articulacbes estédo
presentes nos joelhos, ombros, quadris, cotovelos e falanges e sdo compostas
por 0sso, tenddes, cartilagem, sindvia e espaco intra-articular, que contém o
liquido sinovial (1,2).

As articulagcBes sinoviais sdo propensas a danos causados por doencas
ou lesBes (1), sendo o tecido sinovial envolvido no inicio e desenvolvimento de
varias doencas articulares, sejam inflamatérias, degenerativas ou artropatias
microcristalinas (3).

A sindvia encapsula as articulacdes diartrodiais, permitindo o movimento
flexivel das estruturas adjacentes, além de possibilitar o transporte seletivo de
moléculas e fluidos para dentro e fora no espaco articular, lubrificar a cartilagem,
nutrir os condroécitos e absorver residuos metabdlicos (1,4,5). O tecido sinovial
possui um fino revestimento de células, com 50 um de espessura, que compde
a membrana sinovial. Este tecido ndo possui lamina basal e é dividido
morfologicamente em camada intima e subintima (1,2,5). A intima € composta
por uma a duas camadas de sinoviocitos semelhantes a fibroblastos, também
conhecidas como sinovidcitos do tipo B. Estas células tém por funcao principal
produzir os componentes da matriz extracelular (MEC) e enzimas, como
metaloproteases, que degradam estes componentes da MEC, quando
necessario, para manter o equilibrio fisiol6gico. Os sinoviécitos do tipo B também
secretam o liquido sinovial, que se encontra no espaco articular, composto por
acido hialurénico e proteoglicano 4, permitindo a lubrificacdo e movimento da
articulacdo, além de facilitar o transporte de macromoléculas e servir como
reservatorio para nutrientes e moléculas de sinalizacao (1,2,5). Ainda, estédo
presentes poucos sinoviocitos semelhantes a macrofagos, conhecidos como
sinoviécitos do tipo A, com fungéo fagocitica (2,4). A camada subintima da

sindvia consiste de uma rede de tecido conjuntivo frouxo de MEC, composta por



colageno dos tipos 1, 1ll, V e VI, sulfatos de condroitina e heparan, fibronectina e
laminina, além de vasos sanguineos e linfaticos, fibras nervosas, alguns
fibroblastos e macréfagos ou linfécitos, e adipdcitos (1,4,5).

O tecido sinovial € suscetivel a varios distlrbios patoldgicos, sejam
inflamatorios, como as artrites reumatoéide, psoriatica, reativa e séptica, ou nao
inflamatdrios, como osteoartrite, sinovite pds-traumatica e sinovite vilonodular
pigmentada, que afetam principalmente a articulacao do joelho, podendo ser um
processo monoarticular ou poliarticular sistémico. Os danos articulares sdo
comumente caracterizados por aumento do fluxo sanguineo, edema,
remodelamento da MEC, derrame de liquido sinovial no espaco intra-articular,
prosseguindo para hiperplasia e/ou hipertrofia da sinévia, causada por aumento
de infiltrado celular, invadindo o espaco articular (pannus), e em fases mais
tardias pode progredir para fibrose, sendo um processo envolvido no inicio e
durante o desenvolvimento de varias doencas articulares, como mencionamos
no inicio deste tépico (6,7).

Na artrite reumatdide (AR), doenca autoiumune e crbnica (8,9),
caracterizada por hiperplasia da camada intima da sindvia e angiogénese de
forma desordenada, apresenta migracao de células para o tecido, transformando
a sindvia em um pannus que pode invadir a cartilagem e osso. O infiltrado
inflamatorio € composto por linfocitos T (predominantemente CD4+ e CD8+) e B
formando agregados ao redor de vasos, além de infiltrado de plasmocitos,
macrofagos (CD68+), neutrdfilos, células dendriticas e natural killer (4,10,11).
Claramente, a composicdo da sinOvia é alterada extremamente e estudos
indicam que os sinoviocitos do tipo B desempenham um papel importante na
alteracdo da inflamacdo aguda para a crénica (2,10). Estes sinoviécitos se
expandem em grande quantidade, levando ao remodelamento da MEC, e
formam vilosidades no tecido, podendo invadir e causar danos a cartilagem e
0sso (4). Além disso, os sinovidcitos do tipo B sofrem alteracdo e sao ativados
mediante a infiltrado celular e citocinas pro-inflamatorias. Uma vez ativados,
estes sinoviécitos sdo capazes de produzir fatores inflamatérios, fatores de
crescimento e angiogénese, que perpetuam a sinovite (2).

Outra enfermidade reumatica inflamatoria e cronica € a artrite psoriatica

(APs), com caracteristicas clinicas heterogéneas, afeta pacientes com psoriase.



Esta enfermidade causa danos as articulagfes, coluna vertebral e enteses. A
maioria dos pacientes apresentam sinovite mono ou poliarticular (12,13),
caracterizada por menor hiperplasia da camada sinovial e menos mondcitos e
macréfagos, em estudos comparativos com a AR. Ainda, hd infiltrado de
linfécitos T, agregados linféides, angiogénese e superexpressao de citocinas
pro-inflamatérias (12).

Ainda, temos as artrites infecciosa ou séptica, reativa ou inflamatoria, nas
formas aguda ou cronica, que sdo causadas por bactérias, virus, fungos e
parasitas, podendo ser desencadeadas por diferentes fatores, como doencas
pré-existentes, traumas ou cirurgias, abuso de drogas intravenosas, idade, entre
outros. O acometimento ocorre de forma monoarticular na maioria dos pacientes,
porém a forma poliarticular pode ser apresentada. Como o tecido sinovial ndo
possui lamina basal e € muito vascularizado, € um ambiente favoravel para a
proliferacdo destes microorganismos causadores da doenca, levando a
inflamagé&o, edema, isquemia tecidual e vasos dilatados. As enzimas e toxinas
bacterianas também causam danos a cartilagem, metaloproteases ativadas por
citocinas levam a digestao tecidual e a isquemia da sindvia, levando a andxia da
cartilagem (14,15).

No caso da osteoartrite (OA), artropatia cronica mais comum em
pacientes idosos, que afeta principalmente os joelhos. A etiopatogenia nao é
bem conhecida, mas sabe-se que um dos fatores de risco para o
desenvolvimento da OA € a sobrecarga articular, como por exemplo o excesso
de peso, vicios posturais, desalinhamento articular, pratica inadequada de
esportes e trauma articular. Nesta doenca, ndo apenas a cartilagem é acometida,
mas também o osso subcondral, tecido sinovial, ligamentos, meniscos e capsula
articular; tendo a sindvia um papel importante na patogénese da doenca. A OA
causa hiperplasia da camada de revestimento da sindvia, espessamento, fibrose
e vascularizagcdo estromal. Ocorre infiltrado celular, predominantemente de
macrofagos, que se agregam e formam células gigantes multinucleadas, e
linfécitos T. Os macrofagos, sinovidcitos e condrdcitos levam a um ciclo vicioso
ao produzirem mediadores pro-inflamatorios, que aumentam o infiltrado celular,
angiogénese, causando ainda mais degradacdo da cartilagem e o0sso

subcondral, que consequentemente resulta em mais inflamagao sinovial



(3,6,16,17).

Finalmente, podemos citar a sinovite vilonodular pigmentada, (SVNP),
uma doenca rara e idiopética, que se desenvolve na bursa e nas bainhas dos
tendbes, geralmente apresentada de forma monoarticular, afetando
principalmente os joelhos. A SVNP € caracterizada por um processo de
proliferacdo sinovial benigno dentro das articulacdes, infiltrado de células
gigantes multinucleadas e histiocitos, com deposicdo de pigmento
hemossiderina (produto de degradacdo de hemacias) (3,6,7).

A sinovite também pode ser causada por lesdes agudas, caracterizada
por vasos dilatados, edema, inflamacdo e espessamento sinovial. Lesfes
continuas podem levar a aderéncias e fibrose, e até destruicdo articular, sendo
de extrema importancia sua andlise, assim como formas de intervir neste

processo tao doloroso para o paciente (7).

1.2- Modelos Experimentais

Dada a ocorréncia da inflamacao sinovial em muitas doencas articulares,
diversos estudos tém buscado métodos para uma melhor terapéutica, através de
ensaios e modelos experimentais. Estes modelos foram desenvolvidos
principalmente em camundongos e ratos, com a finalidade de compreender os
mecanismos envolvidos nas patologias articulares e avaliacdo das estruturas
fundamentais da articulacdo, para o desenvolvimento de novos farmacos e apoio
diagnéstico (18,19).

A inducéo de modelos de artrite em uma Unica articulagdo (monoarticular)
€ vantajosa, pois diminui o possivel sofrimento animal, ao reduzir a gravidade da
doenca, permite um estudo mais refinado sem as complicacbes da doenca
sistémica e, ainda, € possivel utilizar o lado contralateral como controle (20).

Um modelo classico de monoartrite € o induzido por adjuvante completo
de Freund (ACF), um 6leo mineral que contém Mycobacterium tuberculosis
inativa, em ratos ou camundongos por via intra-articular, podendo ser usada a
articulacao tibiotarsica ou femorotibial. Histologicamente, é observado edema,
infiltrado inflamatdrio na sindvia e espaco articular, hiperplasia sinovial, pannus

e danos a cartilagem. Neste modelo, a inflamac&o articular pode persistir por até



28 dias (20-23).

A monoartrite também pode ser induzida por caulim e carragenina (CC)
em camundongos ou ratos. O caulim & uma substancia inorganica, constituida
de silicato de aluminio hidratado, que causa danos a cartilagem e sindvia. A
carragenina € um polissacarideo sulfatado, proveniente de uma espécie de
musgo, que causa infiltracdo leucocitaria local e liberacdo de mediadores
celulares (24). A injecdo destes dois componentes no espaco intra-articular
(joelho ou tornozelo), gera inflamacéo articular e sinovial, por infiltrado celular,
exsudato do liquido sinovial, destruicdo da cartilagem e aumento do fluxo
sanguineo. Este modelo de monoartrite pode ser mantido por até 10 dias (25—
27).

Outro modelo de monoartrite € o induzido pela injecdo de iodo-acetato
monossodico (IAM), nas articulacdes do joelho ou tibio-tarsica em ratos. Apés a
injecdo intra-articular de IAM, observa-se inchaco na articulagdo, erosdo da
cartilagem e osso subcondral, inflamacéo e hiperplasia sinovial. Este modelo
persiste por até 28 dias (28,29).

Ainda, o Zymozan, um polissacarideo derivado da parede celular do fungo
Saccharomyces cerevisae, quando injetado por via intra-articular no joelho de
ratos ou camundongos, induz inflamacgé&o sinovial, com infiltrado de neutrdfilos,
edema e aumento da permeabilidade vascular na fase aguda. E na fase cronica
induz infiltrado linfocitario e de macréfagos, producdo de citocinas proé-
inflamatorias e pannus. Este modelo tem pico inflamatorio no 3° dia, e regresséo
a partir do 7° dia (19,30-32).

Entre estes modelos, destaca-se a artrite induzida em ratos por antigeno
(AlIA), com albumina bovina sérica metilada (MBSA). Este modelo é dependente
de células T CD4+ e s6 afeta as articulacBes injetadas. A injecdo intra-articular
da mBSA emulsificada em ACF no joelho, seguido de reforcos do mesmo
antigeno, resulta em inchaco da articulacao, hiperplasia sinovial, infiltrado celular
e pannus, semelhantes aos achados histopatolégicos de pacientes com AR. E a
MBSA por ser uma proteina catiénica, fica retida em locais inflamatorios e se liga

a cartilagem, causando erosao do tecido (33—-36).



1.3- Colageno tipo V no tecido sinovial

Como mencionamos anteriormente a membrana sinovial é constituida por
uma camada de células e que estd associada a uma matriz fibrilar fina ou amorfa
formada por um tecido conjuntivo frouxo relativamente rico em colageno e outras
macromoléculas. Entre estas macromoléculas destaca-se o colageno tipo V que
€ uma glicoproteina pertencente ao grupo dos tipos de colageno fibrilares e que
apresenta propriedades imunogénicas, antigénicas e pelo potencial de tornar-se
um autoantigeno quando exposto, pela acdo de metaloproteases ou outros
agentes indutores da lesdo endotelial crénica, como nas sinovites (37).

Embora seja quantitativamente minoritario em relacdo a outros tipos de
coladgeno, cerca de 2 a 5 %, o colageno V possui ampla distribuicéo, localizado
principalmente entre a membrana basal e o tecido conjuntivo adjacente, em
tecidos como o pulmao, pele, baco, cérnea, figado, sindvia, entre outros. Este
coldgeno possui trés isoformas: [al(V), a2(V) e a3(V)], constituida por trés
cadeias a distintas; [a1(V)2, a2(V)], formada por duas cadeias ol e uma a2, e
[a1(V)s], que possui trés cadeias ol idénticas. Entre as isoformas do colageno
V, a [al(V)2, az(V)] € a mais comum e presente na maioria dos tecidos (38—42).
Adicionalmente, o colageno V € uma proteina extremamente conservada entre
as espécies e se copolimeriza com os tipos | e lll para formar fibrilas heterotipicas
(I/M/V). A porcgéo tripla hélice helicoidal (fibrilar) da molécula de colageno V
encontra-se oculta no interior destas fibrilas, sendo o dominio globular amina
terminal (-NHs) da cadeia al projetado para a superficie (43,44). Este dominio
globular regula o crescimento fibrilar das fibrilas heterotipicas, impedindo
fisicamente que novos monbémeros se acrescentem a fibrila. Devido a esta
caracteristica o colageno V tem funcao importante na organizagéo, crescimento
e dimensionamento do didmetro das fibrilas heterotipicas, sendo atualmente
considerado o nucleador da fibrilogénese do colageno tipo | (45-50).

Este colageno foi considerado um dos responsaveis pela autoimunidade
em patologias como a bronquiolite obliterante, decorrente de transplante de
pulmdo em modelo murino e em humanos, fibrose pulmonar idiopatica,
aterosclerose e em asma de hipersensibilidade; e, ao contrario, a inducao de

tolerancia oral/nasal com o colageno V preveniu o desencadeamento dos



processos patolégicos em modelos experimentais destas doencas (45,51-58).
Mais recentemente, Wilkes et al., 2015 (57) demonstraram que pacientes com
fibrose pulmonar idiopética submetidos a imunoterapia oral com doses de 1,0 mg
de colageno V, diariamente por 30 dias, tiveram uma estabilizacdo da funcao
pulmonar, de matriz metaloprotease 7 (MMP-7) e reducéo naligacao de C1q para
anticorpos anticolageno V (57).

Adicionalmente, estudos do nosso grupo demonstram que coelhos e
camundongos C57BL/6 imunizados com coldgeno V apresentam alteractes
semelhantes a esclerose sistémica, caraterizadas por fibrose de pele e pulméo,
vasculopatia e autoanticorpos, como Fator antinuclear (FAN),
antitopoisomerase-l (Scl-70) e anticolageno 1, Il e IV, bem como
imunocomplexos. Neste modelo de esclerose sistémica foi sugerido que o
depdsito de imunocomplexos circulantes (coldgeno V-anticoldgeno V) na
superficie endotelial, provavelmente lesa o endotélio expondo o colageno tipo V
presente na membrana basal, anteriormente oculto, o qual atuaria como
neoantigeno, contribuindo para a perpetuacdo do processo inflamatério e
caracterizando autoimunidade (59-61).

Estudos anteriores demonstraram a presenca de anticorpos
anticolageno V no soro de pacientes com diferentes doencas reumaticas, com
prevaléncia na artrite reumatoide (62). Ainda, em um estudo mais recente de
Atayde et al., 2018 foi observada positividade para anticorpos anticolageno V no
soro de ratos com artrite induzida por mBSA (34).

Embora o colageno V seja um dos constituintes do tecido sinovial, até o
momento, ndo existem muitos relatos na literatura cientifica em relacdo a sua
importéncia no processo de sinovite. Acreditamos que com o remodelamento
tecidual, decorrente do processo inflamatério e acdo de metaloproteases,
epitopos do coldgeno V possam ser expostos tornando-se antigenos em
potencial. Neste aspecto, a administracdo de coldgeno V, por via oral, pode
resultar na exposicdo de peptideos imunogénicos para o sistema imune do

intestino e consequente ativacdo de mecanismos de tolerancia oral (63,64).



1.4- Tolerancia oral

A tolerancia oral é definida como supressdo da resposta imunoldgica
celular e/ou humoral a um antigeno pela prévia administracéo deste pela via oral.
O objetivo deste tipo de tolerancia € o de suprimir a reatividade imune especifica
sem afetar o sistema imunoloégico como um todo, através da delecdo ou
inativacdo de clones de células T direcionados a estes antigenos especificos
(65).

Os antigenos administrados oralmente encontram o tecido linfoide
associado ao intestino (GALT; gut-associated lymphoid tissue), constituido
principalmente pelas placas de Peyer, a lamina propria do intestino e os nédulos
linfaticos mesentéricos (Figura 1) (66). Apés ingestdo e processo digestivo, 0s
antigenos sollveis presentes no limen intestinal sdo absorvidos e transportados
através das células epiteliais intestinais, por meio de complexos mecanismos,
como: difusdo paracelular; endocitose por células globlet e por células M
(microfold), presentes nas placas de Peyer, e englobamento transepitelial de
antigenos do lumen por células dendriticas CX3CR1+. Nas placas de Peyer e
em outras regides da lamina proépria, células dendriticas CD103+ englobam
estes antigenos e migram para os nédulos linfaticos mesentéricos, através de
um mecanismo dependente de receptores de quimiocina 7 (CCR7) (66—68). Nos
nédulos linfaticos mesentéricos, as células dendriticas CD103+ induzem a
diferenciacdo de células T nativas, especificas para o antigeno, em células T
regulatérias (Tregs), através de mecanismos dependentes de TGF-p e acido
retindico. O &acido retindico aumenta a expressdo do receptor de quimiocina
(CCR9) e integrina a4p7 nas células Tregs recém diferenciadas, os quais
induzem o processo de migracdo destas células para a lamina propria do
intestino. Ainda, as células dendriticas CD103+ expressam altos niveis da enzima
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO). Essa enzima cataboliza o triptofano e
produz moléculas imurreguladoras, as quinureninas, desencadeando um
ambiente imunossupressor, caracterizado por anergia de células T efetoras, e
inducéo na diferenciacéo de células T naive em células Tregs que expressam
fator de transcricdo FoxP3+ (66—70). A migracdo das células Tregs, especificas

para o antigeno, dos nodulos linfaticos periféricos para a lamina propria do



intestino € fundamental para o sucesso da tolerancia oral. Na lamina propria,
ocorre a expansao clonal de células Tregs, pela acao da IL-10, produzida pelas
células dendriticas CX3CR1+ (Figura 1). Embora as Tregs especificas para o
antigeno, induzidas por tolerancia oral, sejam formadas e localizadas no
intestino, elas podem também ser encontradas na circulagcdo para manter a
tolerancia sistémica, através da producéo de citocinas anti-inflamatorias, como
a IL-10 e TGF-B (66—68).
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Figura 1 - Desenho esqueméatico mostrando as etapas dos mecanismos envolvidos na inducéo
e manutencao da tolerancia oral. Apds a ingestéo e digestdo, os antigenos presentes no limen
sdo absorvidos e transportados através das células epiteliais do intestino, deste modo
possibilitando a apresentacdo antigénica para as células imunes locais. Este processo complexo
pode incluir: 1) difusdo paracelular; 2) endocitose via células microfold (M) e células globet; e 3)
englobamento transepitelial do antigeno do limen por células dendriticas (CDs). Nas placas de
Peyer, o0s antigenos do Ilimen sdo capturados por CDsCD11c+CD103+ ou
CDsCD11b+CX3CR1+. As células CD103+ migram para os nddulos linfaticos periféricos em um
mecanismo dependente de CCR-7 para promover a diferenciacao das células T naive em células
Tregs. Depois de sua geragdo nos nodulos linfaticos, as Tregs aumentam a expressao de CCR9
e integrina a437 e migram para a lamina prépria, onde ocorre a expansao clonal local para induzir
tolerancia oral. Adaptado de Erik Wambre e David Jeong, 2018.

O conceito imunoterapia oral (ITO) tem sido usado recentemente para
definir a administracdo de um antigeno por via oral, para suprimir respostas
inflamatorias através da ativacdo de mecanismos imunorregulatorios. Podem ser
administrados como ITO moléculas inespecificas, como IL-10, ou anticorpos
monoclonais, como o anti-CD3, que induzem a producdo de células Tregs.
Ainda, para a ITO podem ser administrados os antigenos-alvo, especificos para

modular a inflamacdo. E quando as moléculas inespecificas estdo associadas
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com antigenos especificos, o efeito da tolerancia oral é potencializado (71,72).

Apesar do antigeno-alvo ser desconhecido em muitas doencas, a ITO de
um antigeno pode desencadear efeitos indiretos de supressdo, pois 0s
mecanismos imunorregulatorios sdo disseminados no ambiente inflamatorio
(72).

As células Tregs CD4+CD25+FoxP3+ especificas para o antigeno,
induzidas pela tolerancia periférica, parecem ser necessarias para a tolerancia
oral (67). Outras subpopulagfes de células Tregs foram descritas, incluindo as
células Th3 e Trl (65). As Th3 expressam TGF-p e o marcador de superficie
LAP (latencyactivated peptide) e as Trl suprimem a resposta imune, atraves da
producgéo de IL-10 (67,68). Foi descrita umaplasticidade entre as subclasses de
células Tregs e acredita-se que a natureza do antigeno, ou modelo usado nos
estudos experimentais, possa determinar o fenétipo das células Tregs (67).

Classicamente, a tolerancia imunologica induzida pela via da mucosa oral
tem sido descrita como um processo multifacetado envolvendo mecanismos de
delecéo clonal ou apoptose, anergia de células T reativas, especificas para o
antigeno, e regulacdo ativa por células Tregs (66). Foi sugerido que estes
mecanismos sdo determinados pelo regime de administracdo do antigeno, onde
simples doses altas de antigeno favorecem delec&o ou anergia clonal, enquanto
multiplas doses baixas de antigeno estao ligadas com a supressédo mediada por
células Tregs (68,73). Entretanto, sabe-se que esses mecanismos nao sao
mutuamente exclusivos e que as células Tregs FoxP3+, especialmente as
induzidas de células T convencionais na periferia (pTregs), tem um papel
dominante na imunossupressao.

O microambiente do GALT favorece o desenvolvimento da tolerancia
imunologica periférica, pela presenca de células dendriticas tolerogénicas, que
produzem altos niveis de IL-10 e TGF-B, além de enzimas envolvidas no
metabolismo do acido retindico e transcricdo do FoxP3, entre outros fatores.
Neste aspecto, nas ultimas décadas varios estudos tém mostrado que a
administracdo oral de antigenos suprime varios modelos animais de doencas
autoimunes, incluindo encefalomielite autoimune experimental, uveite, tireoidite,
miastenia, artrite e diabetes, e também condi¢des inflamatdrias ndo-autoimunes,

como asma, aterosclerose, rejeicao de enxertos, alergias e derrames (68).
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A tolerancia pela via das mucosas periféricas no tratamento de AR
experimental e em humanos tem sido vastamente estudada. Nos ultimos anos,
estudos mostram que a tolerancia oral com colageno tipo Il produz efeitos
terapéuticos em modelos experimentais de artrite induzida por colageno, através
da diminuicdo da producdo de mediadores proé-inflamatorios (IL-2, IL-17) e
aumento na producdo de mediadores anti-inflamatoérios (IL-4, TGF-B) (74). Foi
mostrado que a tolerancia oral com ovalbumina, de modo profilatico, e apds a
inducdo de modelo de artrite, por imunizagdo com colageno tipo Il e ovalbumina,
mudou o curso da doenca pelo aumento de células FoxP3+ e IL-10 e diminuicdo
de células IFN-Y+ e IL-17+; e além disso, a transferéncia adotiva de células
dendriticas antes da inducao deste modelo de artrite mimetizou os efeitos da
tolerancia oral (75). A administracdo oral de colageno Il também se mostrou
eficiente na supressédo de AR induzida por adjuvante completo de Freund em
ratos (76). Ainda, em trabalho realizado pelo nosso grupo, a administracdo oral
com colageno V, concomitante ainducao de artrite em joelho de ratos pela injecao
de mBSA, resultou na diminui¢é@o do processo inflamatoério sinovial e aumento da
expressao de caspase 9, sugerindo que a administracdo oral de colageno V

neste modelo poderia aumentar a apoptose de células inflamatorias (34).

1.5- Justificativa

Tendo em vista que h& diversas formas de artrite, que muitas das vezes
tém curso extremamente severo, considera-se que 0s tratamentos precisam ter
inicio cada vez mais precoce, a fim de preservar a estrutura osteocartilaginosa e
consequentemente as fungdes articulares do paciente. Neste cenéario, como ja
mencionado o comprometimento sinovial tem um papel relevante no processo
de degradacao dos componentes articulares e 6sseos. Porém, o conhecimento
sobre os mecanismos especificos que possibilitem a reducdo do processo
inflamatorio sinovial e formacdo do “pannus”, ainda permanecem
desconhecidos, assim como o efeito de novas terapias.

Nos ultimos anos o colageno V tem sido considerado um antigeno
sequestrado e sua importancia na autoimunidade foi mostrada em varios

processos patoldgicos (45,51-59,77-80), e a inducdo de tolerancia oral/nasal
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com o colageno V tem se mostrado eficaz na inibicdo destes processos em
modelos experimentais (45,51-58,60,81) e em pacientes com fibrose pulmonar
idiopatica (57). Ainda, Parra et al., 2016 em modelo experimental de cancer de
pulméo induzida por uretano, mostraram que a administragcdo intranasal de
colageno V, induziu apoptose das células cancerigenas (81).

Recentemente, 0 N0sso grupo mostrou que a administragcdo profilatica de
colageno V em ratos com artrite induzida por injecao intra-articular de mBSA, foi
responsavel pela diminuicdo do infiltrado inflamatorio no tecido sinovial, aliado a
diminuicdo de metaloprotease 2 (MMP 2) e aumento da expressao de caspase
9 na sindvia. Ainda, foi encontrada diminuicdo na dosagem de IL-1f3, IL-17 e
TNF-a sérica nos animais com artrite, submetidos a administracéo de colageno
V. Além disso, neste estudo os ratos com artrite induzida apresentaram
anticorpos anticoldgeno V no soro (34). Estes resultados podem sugerir que 0
remodelamento sinovial, decorrente da sinovite experimental, possa interferir na
constituicdo e distribuicdo da MEC, de maneira a expor epitopos antigénicos
do colageno V, que estimulariam uma resposta celular e humoral, podendo
interferir na resposta inflamatdria na artrite. Entretanto, até o momento néo foi
avaliado a resposta celular especifica para esta proteina, assim como o perfil de
citocinas envolvidas neste tipo de resposta. Além disso, ainda néo foi esclarecido
se a administracao de colageno V em artrite experimental diminuiu 0 processo
inflamatorio sinovial, através da ativacdo de mecanismos de tolerancia oral, com
a presenca de células T regulatorias e citocinas anti-inflamatérias. Ainda, se faz
necessario avaliar se a administracdo de colageno V, iniciada apos a inducao da
artrite € capaz de mudar o curso do modelo experimental em ratos, induzido por
MBSA.

Por fim, aliado as avalia¢cdes morfoldgica e morfométrica do tecido sinovial
e das respostas humoral e celular, € de extrema importancia a avaliacédo do efeito
da administracdo de colageno V no processo inflamatorio in vivo no modelo de
artrite, através da analise de imagens por PET/CT com [18F]FDG em pequenos
animais. O conhecimento destes mecanismos de acédo, podem ser de grande
valia para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, baseadas na
administracdo de colageno V, para indu¢cdo de mecanismos de tolerancia oral,

gue podem ser importantes na modulacéo da inflamacao articular em artrite.
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2- OBJETIVO

Nossa proposta neste estudo foi avaliar a importancia do coldgeno V na
autoimunidade no modelo de artrite, induzido com albumina sérica bovina
metilada (MBSA) e adjuvante completo de Freund em ratos, e 0s possiveis
mecanismos de acdo envolvidos na administracdo de colageno V. Para isso

foram investigados:

e A modulacéo do processo inflamatorio e remodelamento do tecido sinovial,
através de marcadores celulares e teciduais;

e Apoptose de células inflamatérias por imunohistoquimica,

e Inducéo de células T regs e citocinas anti-inflamatorias;

e Pesquisa de anticorpos anticolageno Il e V no soro dos animais;

e Efeito da administracdo de coldgeno V na modulacdo do processo
inflamatorio apos o estabelecimento da artrite, através da analise de imagens

PET/CT com [18F]FDG “in vivo” em pequenos animais.



15

MATERIAL E METODOS




16

3- MATERIAL E METODOS

3.1- Animais

Foram utilizados ratos Lewis (n=25), machos, com peso médio de 360 g,
obtidos no Biotério de Manutencdo e Experimentacdo da Clinica Médica da
FMUSP. Os animais foram mantidos, com ciclo de 12h claro/12h escuro, a
temperatura de 22 + 2°C, recebendo &agua filtrada e racdo convencional ad
libitum. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina da USP, registrada com o n° 1294/2019.

3.2- Inducéo dainflamacao articular

A artrite foi induzida através de injecao intra-articular de 20 yl de uma
emulsdo de 500 ug de mBSA (Sigma Chemical, St. Louis, MO) diluida em 10 pl
de solugao salina, e emulsificado em 500 ul de adjuvante completo de Freund
(Sigma Chemical, St. Louis, MO), no joelho direito dos animais. Apds 7 e 14 dias
foram injetados 20 pl, por via intra-articular, no mesmo joelho, de uma solugéo
de 50 pg de mBSA em 500 ul de solugéo salina (Al; grupo com artrite induzida,
n=20). Nos animais do grupo controle sem artrite, foi injetado 20 ul de solucéo
salina, por via intra-articular, no joelho direito (CT-Col V; grupo controle, n=5).
Todos os animais foram mantidos por um periodo de 30 dias. A anestesia foi
administrada via intraperitoneal (xilazina 10mg/Kg e quetamina 75mg/Kg), e a
analgesia foi realizada por via subcutanea com cloridrato de tramadol (40mg/Kg
de peso corporal) durante 3 dias apés as inducbes, em um intervalo de 8 em 8
horas. A eutanasia foi realizada com sobre dose anestésica, de acordo com as

normas de ética em experimentacao animal.

3.3- Protocolo da administracdo de colageno V

Para a administracéo de colageno V, os ratos foram contidos e uma sonda
orogastrica metalica rigida, acoplada a uma seringa de 1mL, foi introduzida até o
ponto correspondente a distancia entre a boca e o apéndice xiféide dos animais.

A concentracao de 500ug de colageno V/300ul de acido acético 0,01N foi

administrado nos animais com Al (Al- Col V) e controle (CT-Col V), como segue
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abaixo:

Grupo Al (n=10): Artrite induzida por mBSA/adjuvante completo de Freund e

sem administracédo de colageno V (Figura 2).

I_I_I—IAI

1° dia 7 dias 14 dias 30 dias

500pg mBSA/10ul
Salina/500 pl ACF
Intra-articular

50pg mBSA/500u 50ug mBSA/500pl Eutanasia
Salina Intra-articular Salina Intra-articular

Figura 2 - Esquema de inducéo de artrite.

Grupo Al-Col V (n=10): Artrite induzida por mBSA/adjuvante completo de Freund
e administragao de 500ug de colageno V, por via oral, a partir do décimo quinto
dia até 30 dias apos a inducdo de artrite, administrado 3 vezes por semana
(Figura 3).

15 dias
Inicic tratamento
ColagenoV — 15 dias (50011g/300u)
1° dia 7 dias 14 dias 30 dias
5001g mBSA/10ul 50pg mBSA/500pul 50ug mBSA/500u! Eutanasia
Salinas500 ul ACF Salina Intra-articular Salina Intra-articular

Intra-articular

Figura 3 - Esquema de inducéo de artrite e administrac@o de colageno V, a partir do 15° dia,
administrado 3 vezes por semana.

Grupo CT-Col V (n=5): Grupo controle com injecao intra-articular de solucéo
salina e administragado de 500ug de colageno V, 3 vezes por semana, via oral,

por um periodo de 15 dias (Figura 4).

15 dias
Inicio tratamento
ColagenoV — 15 dias (5001.9/300ul)
1° dia 7 dias 14 dias 30 dias
20 20l 20l Eutanasia
Solugdo salina Solugdo salina Solugado salina

Figura 4 - Esquema grupo controle administrado com colageno V.
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3.4- Avaliacéo de processo inflamatério utilizando [18F]FDG

Para avaliacdo in vivo do efeito da administracdo de colageno V no
processo inflamatério articular, os grupos Al e Al-Col V (n=10 animais/grupo)
foram submetidos ao PET/CT nos tempos basal (um dia antes do inicio do
protocolo), 14 (um dia antes do inicio da administracao de colageno V) e 30 dias
(no final dos protocolos). No momento apropriado o0s animais, foram
posicionados em equipamentos de deteccdo apropriados (camaras de
tomografia por emissdo de pésitron — PET, ou tomografia por emisséo de foton
Unico — SPECT) para deteccao da radiacdo. Para este procedimento, 0s animais,
sob efeito de anestesia com 1,5-3% isoflurano em oxigénio 100%, tiveram 18-37
MBq do radiofarmaco (18F) fluorodeoxiglicose (18FDG), uma molécula marcada
com is6topos radioativos, principalmente para deteccéo de tumores ou sistemas
em que o consumo de glicose possa ser diferenciado em sistemas alvos e néo
alvos, administrado por injecéo via veia peniana e a anestesia foi suspensa para
melhor distribuicdo do radiofarmaco. Apdés 45 minutos os animais foram
novamente anestesiados e posicionados em equipamento imagens PET/CT
(Triumph® Il Trimodality System, CA, USA) (82). As imagens foram
reconstruidas e processadas utilizando o algoritmo 3D-OSEM usando 20
iteracdes e 4 subconjuntos, e quantificadas pelo software PMOD verséo 4.0.

Apés a aquisicdo da imagem no tempo 30 dias, os animais foram
novamente anestesiados e eutanasiados, de acordo com as normas de ética em
experimentacdo animal, e a radioatividade em cada 6rgdo e nas juntas foi
determinada em contador de cintilacao.

A captacao de [18F]FDG é expressa em valor padronizado de captagéo
(SUV) calculado como: SUV= concentracado de radioatividade (Bg/mL) / [dose

injetada (Bq)/peso do animal (g)].
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Figura 5 - Imagem representativa da analise de imagens de PET/CT pelo software AMIDE.

3.5- Mensuracéo do diametro articular

A avaliacdo do edema articular induzido por mBSA, foi realizada através
do registro da variagdo do diametro articular mensurado nos tempos 0, 7, 14 e
30 dias. Para tal, o animal foi imobilizado gentilmente com um campo cirdrgico
tendo apenas o membro posterior livre. Com o auxilio de um paquimetro
milimetrado foram obtidas trés medidas do diametro articular (DA) tibio-femural
dos joelhos direito e esquerdo. Das trés, foi feito a média. Os dados séo
apresentados como a diferenca entre cada média registrada do lado direito com

0 esquerdo.

3.6- Coleta das amostras

O tecido sinovial coletado para analise histologica foi fixado em formol
10%, durante aproximadamente 24 horas. ApOs este periodo, as amostras do
tecido foram envolvidas por papel de seda, para garantir melhor disposicao
espacial, desidratadas em concentracdes crescentes de alcool, diafanizadas em

xilol e submetidas aos procedimentos histolégicos de rotina.

3.7- Avaliacéo histologica

Foram realizados cortes com 4-5 um de espessura para coloragao pela
hematoxilina e eosina (H&E). As amostras de tecido sinovial coradas com H&E

foram analisadas em microscopio Optico para avaliagédo de processo inflamatorio,
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presenca de edema e pannus nas regides sinoviais e subsinoviais.

3.7.1- Escore histopatologico

Dois observadores, sem o conhecimento prévio dos casos, analisaram o

tecido sinovial em um aumento de 200x, para avaliar o grau de sinovite, utilizando

o escore de Krenn (83), que consiste em pontuar as seguintes caracteristicas:

camada de revestimento sinovial (Tabela 1), densidade das células residentes

(Tabela 2) e infiltrado inflamatorio (Tabela 3).

Tabela 1 - Escore de Krenn para camada de revestimento sinovial

Pontos Camada de células de revestimento sinovial

0
1

As células de revestimento formam uma camada
As células de revestimento formam 2-3 camadas

As células de revestimento formam 4-5 camadas, poucas células
multinucleadas podem ocorrer
As células de revestimento formam mais de 5 camadas, o

revestimento pode estar ulcerado e podem ocorrer células

multinucleadas

FONTE: Adaptado de Krenn et al., 2006 (Synovitis score: discrimination between chronic low-

grade and high-grade synovitis).

Tabela 2 - Escore de Krenn para densidade de células

Pontos Densidade das células residentes

0
1

O estroma sinovial mostra celularidade normal

A celularidade é ligeiramente aumentada

A celularidade esta moderadamente aumentada, podendo ocorrer
células multinucleadas

A celularidade é muito aumentada, células gigantes multinucleadas,

formacado de pannus e granulomas reumatoéides podem ocorrer

FONTE: Adaptado de Krenn et al., 2006 (Synovitis score: discrimination between chronic low-
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grade and high-grade synovitis).

Tabela 3 - Escore de Krenn para infiltrado inflamatoério

Pontos Infiltrado inflamatério

0 Sem infiltrado inflamatorio

1 Poucos linfocitos ou plasmécitos situados principalmente
perivasculares

2 Numerosos linfécitos ou plasmacitos, as vezes formando
agregados semelhantes a foliculos

3 Infiltrado inflamatorio denso em forma de faixa ou numerosos

grandes agregados semelhantes a foliculos

FONTE: Adaptado de Krenn et al., 2006 (Synovitis score: discrimination between chronic low-

grade and high-grade synovitis).

ApoOs a pontuacdo em cada caracteristica analisada, os pontos s&o

somados e classificados, de acordo com a tabela 4.

Tabela 4 - Escore de Krenn para graus de sinovite

Soma dos pontos Classificacao
0-1 Sem sinovite
2-4 Sinovite de grau baixo
5-9 Sinovite de grau alto

FONTE: Adaptado de Krenn et al., 2006 (Synovitis score: discrimination between chronic low-

grade and high-grade synovitis).

3.8- Imunohistoquimica para células inflamatdrias e apoptose celular

A imunohistoquimica foi realizada para avaliacdo de linfocitos,
macrofagos, FoxP3, caspase 3 e IL-10, através do método da biotina-

estreptoavidina-peroxidase. Resumidamente, cortes de tecido sinovial de 4-5 um
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foram desparafinizadas e bloqueadas em uma solucdo de peréxido de
hidrogénio a 0,3%, com um ciclo de 4 lavagens de 5 minutos para inibir a atividade
da peroxidase endogena (CD4, CD8 e CD20). Para marcar os anticorpos CD3 e
FoxP3, os cortes foram bloqueados em uma solucéao de peréxido de hidrogénio
a 0,3% com metanol (v/v), com um ciclo de 2 lavagens de 10 minutos. Para
marcar o anticorpo CD68, foi realizado um blogueio adicional de proteinas de 5
a 10 minutos.

Os anticorpos utilizados nas reacdes de imunohistoquimica foram os
seguintes: anticorpos monoclonais de camundongo anti-CD3 (1:1000; Dako),
anti-CD4 (1:50; Santa Cruz Biotechnology Inc.), anti-CD8 (1:50; Santa Cruz
Biotechnology Inc.), anti-CD20 (1:50; Santa Cruz Biotechnology Inc.), anticorpos
policlonais de coelho anti-FoxP3 (1:100; Santa Cruz Biotechnology Inc.), anti-
caspase 3 (1:4000; Novus) e anti-IL10 (1:50; Santa Cruz Biotechnology Inc.). A
recuperacao antigénica foi realizada com solucdo de tampéao citrato pH 6,0 (CD3,
CD20, FoxP3, CD68 e caspase 3) ou pH 9,0 (CD4, CD8 e IL-10) em alta
temperatura, 125°C por 1 minuto, numa panela de pressdo (Pascal). Os cortes
foram incubados com o anticorpo primario durante a noite a 4°C. A reacdao foi
revelada com um Kit de biotina-estreptoavidina-peroxidase, de acordo com as
instrucdes do fabricante. A 3,3 diaminobenzidina (Sigma Chemical, St. Louis,
MO) foi utilizada como cromogénio. Os cortes foram contra-coradas com
hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha HE). Para controles

negativos, o anticorpo primario foi substituido por PBS.

3.8.1- Quantificacdo para células inflamatoérias e apoptose celular

Para quantificar as células imunomarcadas foi utilizado o método
estereoldgico de contagem de pontos, de acordo com Gundersen et al., 1988
(84), com modificacdes, utilizando um sistema de analise de imagem (Image-Pro
Plus 6.0). Em resumo, o sistema de analise de imagem consiste de uma camera
fotografica Olympus (Olympus Co, St Laurent, Quebec, Canada), acoplada a um
microscopio Olympus (Olympus BX51), a partir dos quais as imagens foram
enviadas para um monitor LG, através de um sistema de digitalizagdo (Oculus

TCX, Coreco, Inc, St. Laurent, Quebec, Canada) e transferido para um
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computador (Pentium 1330 Mhz). Utilizando-se os recursos de medidas do
Image-Pro Plus 6.0 foi construido um reticulo com 100 pontos, distribuidos
ortogonalmente sobre a imagem adquirida. Dois observadores, sem o
conhecimento prévio dos casos, avaliaram 10 campos do tecido sinovial, num
aumento de 1000x. A expressédo de CD3, CD4, CD8, CD20, FoxP3, caspase 3 e
IL-10 foi determinada de acordo com o nimero de células positivas, coincidentes
com os pontos do reticulo em cada campo, sendo expressas como uma

porcentagem de células positivas em relacdo ao numero total de células.

3.9- Colocalizacado do coldgeno V e marcadores celulares por
imunofluorescéncia

Para identificar a expresséo de colageno tipo V, CD3, FoxP3, caspase 3
e IL-10, os cortes de tecido sinovial de 4 um foram desparafinizadas e as laminas
foram imersas em xilol aquecido a 60°C, por cerca de 30 minutos, e dois banhos
de 10 minutos em xilol a temperatura ambiente. A reidratacdo dos cortes foi
realizada por sucessivas lavagens em alcool etilico em concentracdes
decrescentes (100%-70%), seguido de lavagem em &gua corrente, por 10
minutos, um banho em agua destilada e 15 minutos em PBS, pH 7,5. Para a
recuperacdo dos sitios antigénicos, os cortes foram imersos em tampao citrato
pH 6,0 ou pH 9,0 (Diagnostic BioSystems, Pleasanton, CA, USA) e submetidos
a alta temperatura, 125°C por 1 minuto, numa panela de pressao (Pascal). Ao
término desta incubacéo, os cortes foram lavados com PBS, por trés vezes de
10 minutos. O bloqueio de sitios inespecificos foi realizado com um ciclo de 4
lavagens de 5 min com agua oxigenada 0,3%, seguido de agua corrente, agua
destilada e, por ultimo, as laminas foram colocadas em tampdo PBS com
Tweenz, por 5 minutos a temperatura ambiente, em camara uUmida.
Posteriormente, as laminas foram incubadas, por uma noite a 4°C, com
anticorpos policlonais de coelho anticolageno do tipo V (1:600) (78), anti-FoxP3
(1:100), anti-caspase 3 (1:1800), anticorpos monoclonais de camundongo anti-
CD3 (1:300) e anti-IL10 (1:50) diluidos em PBS. Apds este periodo, 0s cortes

foram submetidos a um ciclo de lavagens com PBS com Tweenzo 0,05%, por trés
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vezes de 10 minutos, e incubados por 60 minutos, a temperatura ambiente, com
0S anticorpos conjugados anti-lgG de coelho/camundongo Alexa Fluor 488
(verde) e 546 (vermelho) (Invitrogen, Life Technology), diluidos 1:200 em PBS.
A marcacdo dos nucleos das células foi realizada pela incubacdo com DAPI
(Abcam, Cambridge, UK) por 5 minutos. Os cortes foram novamente lavados
com PBS com Tweenzo 0,05%, montadas com solucéo de glicerina tamponada
e analisados em microscoépio de fluorescéncia (Olympus BX-51, Olympus Co,
Tokyo, Japan).

3.10- Avaliacéo do colageno no tecido sinovial
3.10.1- Imunofluorescéncia para colageno dos tipos I, lll e V

Para a imunofluorescéncia do colageno dos tipos I, lll e V, os cortes de
4um de espessura do tecido sinovial dos animais foram aderidos em laminas,
previamente tratadas com 3-aminopropiltriethoxy Silano (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA). A reacéo foi iniciada pela desparafinizacdo dos cortes,
através da imerséo das laminas em xilol aquecido, a 60°C, por 30 minutos, e dois
banhos de 10 minutos em xilol em temperatura ambiente. A reidratacdo dos
cortes foi realizada por sucessivas lavagens em alcool etilico em concentracfes
decrescentes (100%-70%), seguido de lavagem em &gua corrente, por 10
minutos e 15 minutos em PBS, pH 7,5. Para a imunomarcacéo do colageno do
tipo |, a exposicéo e recuperacédo de sitios antigénicos foi realizada pela imerséo
dos cortes em tampao citrato, pH 6 (Diagnostic BioSystems, Pleasanton, CA,
USA), por 10 min a 95°C na panela a vapor. Para a imunomarcagéo do colageno
dos tipos Ill e V, a exposi¢cao e recuperacao de sitios antigénicos foi realizada
por digestdo dos cortes de tecido sinovial com pepsina bovina (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA; 250 unidades/mg), na concentracdo de 8mg/500ul em
acido acético 0,5 N, por 30 minutos, a 37°C. Ao término desta incubacao, os
cortes foram submetidos a um ciclo de lavagens com PBS, por trés vezes de 10
minutos, e os sitios inespecificos bloqueados com albumina bovina sérica (BSA)
a 5% em PBS, durante 30 minutos, em temperatura ambiente. As laminas foram

incubadas durante uma noite com o0s anticorpos policlonais de coelho
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anticoldgeno do tipo | (1:100; Rockland), anticolageno do tipo Il (1:100;
Rockland) e anticoldgeno do tipo V (1:600) (78), diluidos em solucdo de PBS.
ApGs este periodo, os cortes foram lavados em PBS com Tweenz 0,05% e
incubados por 1 hora com anticorpos de cabra anti-lgG de coelho ALEXA 488
(Invitrogen, Life Technologies) diluidos 1:200 em Azul de Evans 0,006%. Por fim,
as laminas foram novamente lavadas, por cinco vezes com PBS com Tweeno
0,05%, montadas com solucdo de glicerina tamponada e analisadas em

microscopio de fluorescéncia (Olympus BX-51, Olympus Co, Tokyo, Japan).

3.10.2- Quantificacdo do coladgeno dos tipos I, Il e V por histomorfometria

As laminas imunomarcadas com colageno dos tipos I, Il e V foram
analisadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX-51, Olympus Co,
Tokyo, Japan) e quantificadas por um sistema de andlise de imagem. O sistema
que foi utilizado consiste de uma camera CCD Sony, acoplada a um microscépio
Olympus, a partir do qual as imagens sao visualizadas no monitor. Através de
um sistema digital inserido num computador (Pentium 4), as imagens foram
processadas pelo software Image-Pro Plus 6.0. As amostras foram analisadas as
cegas, sendo selecionados 10 campos, num aumento de 400x, para as
seguintes regides: sinovial e subsinovial. A area total do tecido analisado em
cada campo foi medida pelo software Image-Pro Plus 6.0. O colageno presente
nos campos adquiridos foi avaliado através da sele¢do da tonalidade verde
fluorescente, correspondente a cada colageno marcado. A area imunomarcada
foi dividida pela area total de tecido analisado e o resultado final expresso em

porcentagem.

3.11- Perfil de anticorpos anticolageno no soro

O sangue coletado por puncdo da veia caudal dos animais foi colocado
imediatamente no gelo. Apds um periodo de cerca de 30 minutos a 4°C, o sangue
foi centrifugado a 1.500 rpm, por 10 minutos a 4°C, e o soro aliquotado foi
mantido a -80°C até o momento da dosagem dos anticorpos anticolageno Il e

V. Foram realizadas coletas do sangue dos animais antes e 30 dias apos da
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inducao da artrite.

3.11.1- ELISA para anticolageno ll e V

Placas de microtitulacdo foram sensibilizadas com 50l de colageno dos
tipos Il e V (Sigma, Chemical Co; St. Louis, Missouri, USA) numa concentracao
de 5ug/poco em tampéao bicarbonato pH 9,6, e incubadas durante a noite a 4°C.
As placas foram bloqueadas com BSA 1% em PBS (Sigma, Chemical Co.; St.
Louis, Missouri, USA) por uma hora. As amostras de soro de ratos foram diluidas
1:50 em BSA 1% em PBS com Tweenzo 0,05% (Sigma, Chemical Co.; St. Louis,
Missouri, USA); duplicatas de 50ul foram adicionadas as placas de microtitulacéo
e incubadas por 1 hora em temperatura ambiente. As placas foram lavadas com
PBS com Tweenzo 0,05% e incubadas com 50ul do anticorpo secundario (IgG de
cabra anti-IgG de rato, conjugada com fosfatase alcalina; Sigma, Chemical Co.;
St. Louis, Missouri, USA), numa diluicdo de 1:1000 em solucédo de BSA 1% em
PBS com Tweenz 0,05%. A reacgéo foi revelada pela adicdo de 50ul/poco de
1mg/ml de p-nitrofenil fosfato (pNPP), diluido em tampdo de 1M de
dietanolemina, 0,5 mM de MgCI2, pH 9,8. A densidade otica foi determinada em
um leitor de ELISA (Labsystem Multiskan MS) a 405 nm. O cut off foi determinado
baseado na média de 8 amostras de soros de ratos normais, somada com o

desvio padréo multiplicado por trés.

3.12- Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados mediante testes estatisticos para
comparacao, baseado nos tipos de distribuicdo das variaveis. As distribuicdes
foram consideradas paramétricas ou ndo paramétricas segundo sua distribuicao
utilizando o programa estatistico GraphPad Prism versdo 8.0.2 (GraphPad
Software, Inc., CA, USA).

Os valores obtidos pelos estudos de cada variavel continua foram
organizados e descritos pela média e desvio padrdo. Para a comparagao entre
as médias dos grupos amostrais foi utilizado o ANOVA de uma e duas vias e Sidak

como pos-teste. Para ser considerada diferenca entre médias e frequéncias ou a



27

presenca de correlacdo entre variaveis, foi utilizado o valor de significancia

estatistica menor a 5 % (p<0,05).



28

RESULTADOS




29

4- RESULTADOS

Para que pudéssemos avaliar se a administragdo oral do colageno do
tipo V pode ser utilizada como imunoterapia, para a inibicdo da resposta
inflamatoria celular e do remodelamento da matriz fibrilar sinovial, apos a
instalacdo da sinovite em ratos, foram avaliados: o diametro articular, assim
como o0s aspectos morfoldégicos e tomograficos, escore histopatologico,
expressdo de células inflamatérias, citocina, colageno dos tipos I, Il e V no

tecido, e pesquisa de anticorpos anticolageno Il e V no soro.

4.1- Analise da variacdo do diametro articular

Na Figura 6 identificamos aumento no diametro articular nos grupos Al e
Al-Col V apés 7 (Al: 3,513+1,404 vs 0,125%0,354, p=0,0004; Al-Col V:
2,9204+1,102 vs 0,100+0,316, p<0,0001) e 14 dias (Al: 3,400+1,926 vs
0,125+0,354; p=0,0070; Al-Col V: 2,670+1,494 vs 0,100+0,316; p=0,0023) da
inducao da artrite, quando comparamos com o periodo inicial da inducao (basal).
Adicionalmente, observamos diminui¢cdo do diametro articular, tanto no grupo Al
(3,513+1,404; vs 1,038+0,885; p=0,0075), como no grupo Al-Col V (2,920£1,102
vs 0,680+0,835; p=0,0040) entre os tempos 7 e 30 dias da inducéo da artrite.
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Diametro articular
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Figura 6 - Representacao gréafica da variacao do diametro articular (DA), em milimetros (mm),
dos grupos Al e Al-Col V. Notar nos grupos Al e Al-Col V, aumento do DA em 7 e 14 dias, e
diminuicdo em 30 dias. Basal: medida no tempo inicial do experimento. GraphPad Prism verséo
8; ANOVA two-way e Sidak como pos-teste.

4.2- Monitoramento do efeito da imunoterapia oral com colageno V
por [18F]FDG por PET/CT

Na Figura 7, Painéis A e B, demonstramos a captacao do [18F]FDG por
PET/CT, que identificou o metabolismo da glicose celular durante a progressao
da artrite. A captura do [18F]FDG, antes da inducé&o de artrite (basal), em ambos
os grupos (Al e Al-Col V), foi detectada com baixa captacdo, mostrando que os
animais apresentaram incorporacdo dentro do padrdo basal do farmaco.
Entretanto, apos 14 dias de inducdo da artrite nos animais do grupo Al,
observamos aumento significativo da captacéo de [18F]FDG no joelho direito em
relacdo ao joelho esquerdo dos animais deste grupo (0,779+0,160 vs 0,508+
0,154; p=0,0067). Também observamos no grupo Al-Col V aos 14 dias,
previamente a administracdo oral de colageno tipo V, aumento significativo da
captacdo de [18F]FDG no joelho direito em relacdo ao joelho esquerdo
(0,848+0,247 vs 0,617+0,165; p=0,0060). No que se refere a captagdo do

[18F]FDG no joelho direito apés 30 dias, ndo houve diferenca significativa entre
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0S grupos.

Além das analises entre os grupos, investigamos a variacao temporal em
cada grupo. Em relagéo ao grupo Al (joelho direito), houve diferenca entre os
tempos basal e 14 dias (0,512+0,064 vs 0,779+0,160; p=0,0045). Porém, nao
houve diferenca significativa entre os tempos basal e 30 dias, e entre 0s tempos
14 dias e 30 dias. Ja com relacdo ao grupo Al-Col V (joelho direito), também
encontramos diferenca estatistica entre os tempos basal e 14 dias (0,523+0,130
vs 0,848+0,247; p<0,0001), e entre os tempos basal e 30 dias (0,523+0,130 vs
0,799+0,261; p<0,0001). Também neste grupo, ndo houve diferenca entre os

tempos 14 e 30 dias.
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Figura 7 - PET/CT para captacéo do [18F]FDG nas articulacdes dos joelhos dos grupos Al e Al-
Col V. No Painel A, observar as imagens da captacédo do [18F] FDG nos joelhos direito (D) e
esquerdo (E) dos animais dos grupos Al e Al-Col V nos planos sagital (seta) e coronal (cabeca
de seta) no periodo basal (inicial), 14 e 30 dias ap6s a indugdo da artrite. Notar no 14° dia o
aumento da intensidade de captagdo do [18F] FDG no joelho direito (D) em ambos os grupos e
no joelho esquerdo (E) em relagdo ao basal. O Painel B mostra a representacao gréafica da
medida da captagéo do [18F] FDG, indicativo do metabolismo da glicose. GraphPad Prism verséo
8; ANOVA two-way e Sidak, como pés-teste. (D: joelho direito; E: joelho esquerdo).

4.3- Andlise morfoldgica do tecido sinovial e escore histopatoldgico

A Figura 8, Painel A, mostra o tecido sinovial dos animais dos grupos
artrite (Al), artrite e tratados com colageno V (Al-Col V) e controles (CT-Col V),
corados com H&E. O tecido sinovial do joelho direito dos animais do grupo CT-
Col V, apresentou a membrana sinovial uniforme, com uma fina camada de
células, os sinovidcitos, que repousam sobre uma tela de tecido conjuntivo,
composto de tecido adiposo-muscular e vasos. Quando comparamos com 0
tecido sinovial do joelho esquerdo do mesmo grupo, também nos deparamos
com uma histoarquitetura uniforme com padréao similar ao joelho direito. Como
este grupo ndo apresentou nenhum tipo de alteragéo, nédo realizamos as demais
analises, e por esta raz&o utilizamos apenas os joelhos esquerdos contralaterais
como controle. Por outro lado, no joelho direito dos animais do grupo Al,
identificamos um intenso infiltrado de células inflamatérias distribuidas por todo
tecido conjuntivo subsinovial, sendo mais proeminente ao redor da parede dos
vasos. Neste grupo de animais também observamos depdésito de colageno, entre
as células inflamatérias, assim como na parede de vasos sanguineos, 0 que ndo
observamos no joelho contralateral esquerdo, sem a inducéo da artrite. Ainda,
na Figura 8, Painel A no grupo Al-Col V, observamos diminuicdo do infiltrado
inflamatério em algumas regides e remodelamento do tecido conjuntivo sinovial,
caracterizado por depdsito de colageno, quando comparamos com o joelho
contralateral esquerdo do mesmo grupo. No Painel B, encontra-se a
representacdo grafica do escore de Krenn, que avalia o grau de sinovite nas
sindvias dos grupos Al e Al-Col V. Notar aumento significativo na pontuacéo
entre os joelhos direito e esquerdo do grupo Al (6,083+1,929 vs 0,444+0,727;
p<0,0001), e uma diferenca significativa entre os joelhos direito e esquerdo do
grupo Al-Col V (5,400+£2,947 vs 0,667+0,866; p<0,0001). No entanto, n&o
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encontramos uma diferenca significativa entre os grupos Al e Al-Col V.

A

Joelho direito

Joelho esquerdo

CT-Col V

:.1‘-“" -

Al-Col V

10

Pontuagao

Escore de Krenn

*k*k%
- *kkk
ooe
AAAAAA
A
A
A
A
A
] A vy
v i
N
T M
AlID AlE Al-ColvD AI-ColVE

Figura 8 - Cortes transversais do tecido sinovial das articulagBes dos joelhos dos grupos Al e
Al-Col V e grau de sinovite pelo escore de Krenn. O Painel A mostra o tecido sinovial dos animais
dos grupos artrite (Al), artrite e tratados com colageno V (Al-Col V) e controle (CT-Col V) corados
pela H&E. A sindvia do grupo CT-Col V apresenta a monocamada de sinovidcitos e a
histoarquitetura (cabeca de seta) de aspecto normal, com tecido conjuntivo, células adiposas (*)
e vasos obedecendo a um padrdo normal, similar & morfologia do tecido sinovial do joelho
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esquerdo. Notar no grupo Al intenso infiltrado de células inflamatérias, espessamento da parede
vascular (setas) e depdsito de colageno (#), quando comparamos ao joelho esquerdo. No grupo
Al-Col V notar diminuicdo do infiltrado inflamatério em algumas regides (seta) e aumento do
depdsito de fibras colagenas (#) no tecido subsinovial, quando relacionamos com a
histoarquitetura do joelho esquerdo. O Painel B mostra a representacdo grafica do escore
histopatolégico de Krenn, para avaliagdo do grau de sinovite nos grupos Al e Al-Col V. GraphPad
Prism verséo 8; ANOVA one-way e Sidak como poés-teste. (D: joelho direito; E: joelho esquerdo).

4.4- Andlise do infiltrado inflamatdrio e apoptose celular

A guantificagdo de CD3+ no tecido sinovial do joelho direito do grupo Al
(Figura 9, Painéis A e B), mostrou um aumento significativo de linfocitos T totais,
apos 30 dias de inducéo da artrite, quando comparamos com o joelho esquerdo
deste grupo (57,540+15,960 vs 2,704+3,726; p<0,0001). Ainda, a
imunomarcacéo para CD3+ no tecido sinovial do joelho direito do grupo Al-Col
V também mostrou aumento significativo de linfécitos T totais, quando
comparado ao joelho esquerdo deste grupo (53,600+£13,030 vs 3,655+2,340;
p<0,0001). No entanto, ndo encontramos diferenca estatistica entre os grupos
Al e Al-Col V (Figura 9, Painéis A e B).

Os resultados da quantificacdo de linfocitos T CD4+ no tecido sinovial no
joelho direito do grupo Al (Figura 10, Painéis A e B), mostram um aumento
significativo da expressdo deste marcador celular no tecido aos 30 dias de
inducao da artrite, quando comparamos com o joelho esquerdo (37,570£16,810
vs 4,848+3,826; p<0,0001). No grupo Al-Col V, também encontramos aumento
significativo de linfécitos T CD4+ no tecido sinovial do joelho direito em relacéo
ao esquerdo (32,12+7,722 vs 3,328+3,002; p<0,0001). Por outro lado, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos Al e Al-Col V (Figura 10, Painéis A e B).

Na Figura 11, Painéis A e B, encontramos a quantificacdo de linfécitos T
CD8+ no tecido sinovial. E possivel notar no joelho direito do grupo Al um
aumento significativo da expressdo deste marcador celular, quando
comparamos com o joelho esquerdo (42,370+6,700 vs 6,573+5,582; p<0,0001).
Bem como, um aumento significativo de linfécitos T CD8+ no tecido sinovial do
joelho direito do grupo Al-Col V em relacdo ao esquerdo (47,250+9,629 vs
3,293+3,089; p<0,0001). No entanto, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos Al e Al-Col V.

Na Figura 12, Painéis A e B, estdo os resultados da quantificacdo de
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linfécitos B CD20+ no tecido sinovial. Observar que a expressao deste marcador
no joelho direito do grupo Al teve um aumento significativo, quando comparado
com o joelho esquerdo (35,060+£11,230 vs 2,744+1,632; p<0,0001). Ha também,
um aumento significativo entre os joelhos direito e esquerdo do grupo Al-Col V
(39,260+9,730 vs 5,580+2,775; p<0,0001). Porém, ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos Al e Al-Col V.

Na Figura 13, Paineis A e B, estdo os resultados da quantificagdo de
macréfagos CD68+ na sindvia. Notar que a expressao deste marcador no joelho
direito do grupo Al teve um aumento significativo, quando comparado com o
joelho esquerdo (11,800+ 6,041 vs 1,100£2,200; p=0,0032). Ha também, um
aumento significativo na expressdo de CD68+ na sindvia do joelho direito dos
animais do grupo Al-Col V, em relagdo ao esquerdo (7,965+4,651 vs
0,703+1,092; p=0,0161). Porém, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
Al e Al-Col V.

Por outro lado, na Figura 14, Painéis A e B, identificamos um aumento
significativo da expresséo do Fator de Transcricdo FoxP3+ no tecido subsinovial
e perivascular do joelho direito do grupo do Al-Col V, quando comparamos com
o joelho esquerdo (23,320+6,490 vs 3,070£2,399; p<0,0001). Ainda, observamos
um aumento importante de células positivas para FoxP3+ no tecido subsinovial
e ao redor de vasos sanguineos subsinoviais do joelho direito do grupo Al-Col
V, quando comparamos com o0 grupo Al (23,320+6,490 vs 11,850+5,415;
p=0,0001).

Na Figura 15 Painéis, A e B, estdo os resultados da expressdo de
caspase 3+ no tecido sinovial. Podemos notar um aumento importante e
significativo deste marcador de apoptose celular no tecido sinovial do joelho
direito dos animais do grupo Al-Col V, em relacdo ao grupo Al (28,410+11,710
vs 12,040+7,901; p=0,0024). Também encontramos aumento significante de
caspase 3+ no tecido sinovial do joelho direito do grupo Al-Col V, em relagéo ao
esquerdo (28,410+11,710 vs 0,323+0,792; p<0,0001).

Os resultados da quantificacdo da IL-10 presentes na Figura 16, Painéis
A e B, mostram um aumento significante de células imunomarcadas para IL-10,
no tecido sinovial do joelho direito do grupo Al-Col V, em relacdo ao joelho direito
do grupo Al (57,930+£7,696 vs 41,240+17,200; p=0,0027). Além disso, também
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observamos aumento da expresséo de IL-10 na sindvia do joelho direito do grupo
Al, em relacdo ao contralateral esquerdo (41,240+£17,200 vs 4,268+3,250;
p<0,0001), e quando comparamos os joelhos direito e esquerdo do grupo Al-Col
V (57,930+7,696 vs 2,115+2,701; p<0,0001).
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Figura 9 - Imunomarcacéo para linfcitos T totais (CD3+) no tecido sinovial das articulaces dos
joelhos dos grupos Al e Al-Col V. No Painel A observamos o tecido sinovial dos grupos Al e Al-
Col V imunomarcados para linfécitos T CD3. Notar nos joelhos direitos dos grupos Al e Al-Col
V, aumento significativo de células CD3+ no tecido sinovial aos 30 dias de inducdo da artrite
(setas), quando comparado ao joelho contralateral. O Painel B mostra a representacao grafica
da quantificagdo da expressdo de CD3 no tecido sinovial, identificando a diferenca estatistica
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entre os joelhos direito e esquerdo dos grupos Al (****p<0,0001) e Al-Col V (****p<0,0001).
GraphPad Prism versdo 8; Anova one way e Sidak como pés-teste. (D: joelho direito; E: joelho

esquerdo).
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Figura 10 - Imunomarcacéo para linfécitos T CD4+ no tecido sinovial das articulagdes dos joelhos
dos grupos Al e Al-Col V. No Painel A observamos o tecido sinovial dos grupos Al e Al-Col V
imunomarcados para linfécitos T CD4+. Notar no joelho direito dos grupos Al e Al-Col V aumento
significativo de células CD4+ no tecido aos 30 dias de inducdo da artrite (setas), quando
comparados ao joelho esquerdo dos respectivos grupos. O Painel B mostra a representagao
gréfica da quantificacdo da expressdo de CD4+ no tecido, identificando a diferenca estatistica
entre os joelhos direito e esquerdo dos grupos Al (****p<0,0001) e Al-Col V (****p<0,0001).
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GraphPad Prism versdo 8; Anova one way e Sidak como pos-teste. (D: joelho direito; E: joelho
esquerdo).
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Figura 11 - Imunomarcacéo para linfécitos T CD8+ no tecido sinovial das articulagdes dos joelhos
dos grupos Al e Al-Col V. No Painel A observamos o tecido sinovial dos grupos Al e Al-Col V
imunomarcados para linfocitos T CD8. E possivel observar no joelho direito dos grupos Al e Al-
Col V aumento na expressao de células CD8+ no tecido sinovial aos 30 dias de indug&o da artrite
(setas), quando comparado ao contralateral dos respectivos grupos. O Painel B mostra a
representacao grafica da quantificacdo da expressdo de CD8+ no tecido sinovial, identificando a
diferenca estatistica entre os joelhos direito e esquerdo dos grupos Al (****p<0,0001) e Al-Col V
(****p<0,0001). GraphPad Prism versédo 8; Anova one way e Sidak como pés-teste. (D: joelho
direito; E: joelho esquerdo).
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Figura 12 - Imunomarcacéo para linfocitos B CD20+ no tecido sinovial das articulagdes dos
joelhos dos grupos Al e Al-Col V. No Painel A observamos o tecido sinovial dos grupos Al e Al-
Col V imunomarcados para linfocitos T CD20. E possivel observar no tecido sinovial dos joelhos
direitos dos grupos Al e Al-Col V aumento na expresséo de células CD20+ apds a inducdo da
artrite (setas), quando comparado aos contralaterais esquerdos. O Painel B mostra a
representacao grafica da quantificacdo da expressdo de CD20+ no tecido sinovial, identificando
a diferenca estatistica encontrada entre os joelhos direito e esquerdo dos grupos Al
(***p<0,0001) e Al-Col V (***p<0,0001). GraphPad Prism verséo 8; Anova one way e Sidak como
pos-teste. (D: joelho direito; E: joelho esquerdo).
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Figura 13 - Imunomarcacdo para macrofagos CD68+ no tecido sinovial das articulacdes dos
joelhos dos grupos Al e Al-Col V. No Painel A observamos o tecido sinovial dos grupos Al e Al-
Col V imunomarcados para macréfagos CD68+. E possivel observar no tecido sinovial dos
joelhos direitos dos grupos Al e Al-Col V aumento na expressdo dessas células apés a inducéo
da artrite (setas), quando comparados aos contralaterais esquerdos. O Painel B mostra a
representacdo grafica da quantificagdo da expressdo de CD68+, identificando a diferenca
estatistica encontrada entre os joelhos direitos e esquerdos dos grupos Al (**p=0,0032) e Al-Col
V (*p=0,0161). GraphPad Prism versdo 8; Anova one way e Sidak como pos-teste. (D: joelho

direito; E: joelho esquerdo).
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Figura 14 - Imunomarcagdo para FoxP3+ no tecido sinovial das articulages dos joelhos dos
grupos Al e Al-Col V. No Painel A observamos um aumento na expresséo de FoxP3 no tecido
subsinovial e perivascular no joelho direito do grupo Al-Col V (setas), quando comparado ao
grupo Al (setas). O Painel B mostra a representagéo grafica da quantificacdo da expressao de
FoxP3 no tecido sinovial, identificando a diferenca estatistica entre os joelhos direitos dos grupos
Al-Col V e Al (***p=0,0001). GraphPad Prism verséo 8; Anova one way e Sidak como pés-teste.
(D: joelho direito; E: joelho esquerdo).
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Figura 15 - Imunomarcacéo para caspase 3 no tecido sinovial das articulagdes dos joelhos dos
grupos Al e Al-Col V. No Painel A observamos um aumento na expresséo de caspase 3 no
tecido sinovial no joelho direito do grupo Al-Col V (setas), quando comparado ao grupo Al
(setas). O Painel B mostra a representagéo gréafica da quantificagdo da expresséo de caspase
3 na sindvia, identificando a diferenga estatistica entre os joelhos direitos dos grupos Al-Col V e
Al (**p=0,0024). GraphPad Prism verséo 8; Anova one way e Sidak como pds-teste. (D: joelho

direito; E: joelho esquerdo).
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Figura 16 - Imunomarcacgdo para IL-10+ no tecido sinovial das articulag6es dos joelhos dos
grupos Al e Al-Col V. Notar no Painel A, intensa imunomarcacéo de IL-10 no citoplasma de
células (setas), presentes no tecido subsinovial e perivascular do joelho direito do grupo Al-Col
V, em relagdo ao joelho direito do grupo Al (setas). O Painel B mostra a representacao gréfica
da quantificac@o da expresséo de IL-10 no tecido sinovial, identificando a diferenca estatistica
entre os joelhos direitos dos grupos Al-Col V e Al (**p=0,0027). GraphPad Prism verséo 8; Anova
one way e Sidak como pds-teste. (D: joelho direito; E: joelho esquerdo).
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4.5- AlteracOes da matriz fibrilar no tecido sinovial

Na Figura 17 (Painel A) identificamos um aumento significativo da
birrefringéncia em verde, caracterizada por uma distribuicdo irregular na tela
sinovial e na parede dos vasos, resultante da imunomarcacéao para colageno do
tipo | no joelho direito do grupo Al-Col V, quando comparamos com o grupo Al
(16,180+3,786 vs 11,150+3,220; p=0,0328) (Figura 17, Painéis A e B). Também
encontramos aumento significante de colageno tipo | no tecido sinovial do joelho
direito, em relacdo ao contralateral esquerdo do grupo Al-Col V (16,180 3,786
vs 11,620+4,174; p=0,0452) (Figura 17, Painel B). Contudo, no joelho esquerdo
dos grupos estudados, encontramos padrdo normal de expressao do colageno
do tipo | no tecido conjuntivo adjacente aos adipdcitos e vasos sanguineos.

Por outro lado, ndo encontramos diferenca significativa referente a
imunomarcacdo para colageno do tipo Ill no tecido sinovial entre os grupos
estudados (Figura 18, Painéis A e B). A imunomarcacao para colageno tipo Il
mostrou um padrao homogéneo e regular, envolvendo os adipécitos e a parede
de vasos e capilares no tecido conjuntivo sinovial dos dois grupos (Figura 18,
Painel A).

Ainda, na Figura 19 (Painel A e B) observamos um aumento significativo
da expressédo de colageno do tipo V no tecido subsinovial do joelho direito do
grupo Al, quando comparado ao joelho direito do grupo Al-Col V (12,160+5,851
vs 2,762+1,203; p<0,0001), caracterizado por um padrdo difuso e singular,
formando uma tela de fibras finas envolvendo as células do infiltrado inflamatério.
Ainda, identificamos um aumento da birrefringéncia verde no tecido subsinovial
do joelho direito do grupo Al, quando comparado ao joelho esquerdo
contralateral (12,160+5,851 vs 4,628+1,511; p<0,0001). A expressdo do
colageno V (birrefringéncia em verde) no joelho esquerdo dos grupos Al e Al-
Col V, apresentou-se distribuida na parede dos vasos e capilares, assim como

na tela sinovial.
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Figura 17 - Imunofluorescéncia para colageno do tipo | no tecido subsinovial dos grupos Al e Al-
Col V. No Painel A observamos intenso aumento da birrefringéncia verde para o colageno do
tipo I, com distribuic&o irregular na tela sinovial (setas) e na parede dos vasos no joelho direito
do grupo Al-Col V. O tecido sinovial do joelho direito do grupo Al mostra birrefringéncia verde
para colageno tipo | heterogénea, com predominio em vasos e capilares (setas). Notar no Painel
B, a representacéo grafica da quantificacdo da expressédo de colageno do tipo | no tecido sinovial
e a diferenca significativa entre os joelhos dos grupos Al e Al-Col V (*p=0,0328, *p=0,0452).
GraphPad Prism versdo 8; Anova one way e Sidak como pés-teste. (D: joelho direito; E: joelho
esquerdo).
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Figura 18 - Imunofluorescéncia para colageno do tipo Ill no tecido subsinovial dos grupos Al e
Al-Col V. No Painel A, ndo identificamos diferenca significativa da expressédo do colageno do
tipo Il (setas) no tecido sinovial entre os grupos. No Painel B, observamos a representacao
gréfica do conteudo de colageno do tipo Il entre os grupos Al e Al-Col V. GraphPad Prism verséo
8; Anova one way e Sidak como pos-teste. (D: joelho direito; E: joelho esquerdo).
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Figura 19 - Imunofluorescéncia para colageno do tipo V no tecido subsinovial dos grupos Al e
Al-Col V. Os Painéis A e B, mostram um intenso aumento da expresséo de colageno do tipo V
(setas) no joelho direito do grupo Al-Col V, em relacdo ao grupo Al. Notar no Painel B, a
representacao gréafica da quantificacdo da expressao de colageno do tipo V no tecido sinovial e
a diferenca estatistica entre os joelhos direitos dos grupos Al-Col V e Al (****p<0,0001).
GraphPad Prism versédo 8; Anova one way e Sidak como pés-teste.
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4.6- Analise da colocalizagcdo do colageno V e marcadores celulares
no tecido sinovial

Para analisar o perfil de células induzidas apds a imunoterapia oral com
colageno V e estudar os possiveis mecanimos envolvidos nesta imunoterapia,
realizamos duplas marcag¢des por imunofluorescéncia.

Na Figura 20 (Painéis A-H) encontra-se a imunomarcacao para colageno
V (birrefringéncia em verde) e para a IL-10+ (birrefringéncia em vermelho) e o
ndcleo corado em azul. Nos Painéis A-D podemos observar no grupo Al intensa
fluorescéncia para o coldgeno V e marcagcdo para IL-10+, porém ha baixa
colocalizagdo (merge) destes marcadores. No grupo Al-Col V também ha ténue
colocalizacdo, uma vez que héa fraca fluorescéncia para colageno V e intensa
marcacao de IL-10+ (Figura 25, Painéis E-H).

Na Figura 21 (Painéis A-H), imunomarcagdo para FoxP3+
(birrefringéncia em verde), IL-10+ (birrefringéncia em vermelho) e nucleo em
azul. No grupo Al (Painéis A-D), notar colocalizacdo (merge) apenas em
algumas regides do tecido sinovial quando comparado ao grupo Al-Col V, que
expressa intensa colocalizagéo.

Na Figura 22 (Painéis A-H) podemos observar no tecido sinovial a
imunomarcacao para linfécitos T CD3+ (birrefringéncia em verde) e caspase 3
(birrefringéncia em vermelho) e nudcleo corado em azul. Nos Painéis A-D
podemos observar a colocalizacdo destes marcadores em algumas regiées do
tecido subsinovial. Ja no grupo Al-Col V (joelho direito), nos Painéis E-H
notamos um importante aumento na colocalizacdo (merge) de CD3+ e caspase

3+, quando comparado ao grupo Al.
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Figura 20 - Imunofluorescéncia para coldgeno V (birrefringéncia em verde) e IL-10
(birrefringéncia em vermelho) e colocalizacdo (merge) destes marcadores no tecido sinovial dos
grupos Al (joelho direito) e Al-Col V (joelho direito). O nicleo esta corado em azul pelo DAPI.
Notar no grupo Al maior intensidade de colageno V e menos IL-10 (setas), ja no grupo Al-Col
V, ha mais IL-10 e menos colageno V (setas).
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Figura 21 - Imunofluorescéncia para FoxP3 (birrefringéncia em verde) e IL-10 (birrefringéncia
em vermelho) e colocalizacdo (merge) destes marcadores no tecido sinovial dos grupos Al
(joelho direito) e Al-Col V (joelho direito). O nucleo esta corado em azul pelo DAPI. Notar
colocalizacdo de ambos marcadores (setas), com maior intensidade no grupo Al-Col V (merge)
em relacdo ao Al.
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Figura 22 - Imunofluorescéncia para CD3 (birrefringéncia em verde) e caspase 3 (birrefringéncia
em vermelho) e colocalizacdo (merge) destes marcadores no tecido sinovial dos grupos Al
(joelho direito) e Al-Col V (joelho direito). O ndcleo esta corado em azul pelo DAPI. Notar
colocalizacdo de ambos marcadores (setas), com maior intensidade no grupo Al-Col V (merge)
em relacdo ao Al.
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4.7- Andlise da pesquisa de anticorpos anticolageno do tipo V no
soro

O ELISA foi realizado com os soros dos animais dos grupos Al e Al-Col V
para se verificar a frequéncia de autoanticorpos anticolageno dos tipos Il e V
circulantes. Os soros controle foram provenientes dos ratos, antes que
recebessem a injegdo intra-articular de mBSA. Anticorpos anticolageno Il
estavam presentes no soro de 50% dos animais do grupo Al e em 46,6% dos
animais do grupo Al-Col V (Figura 23, Painel A). Ainda, anticorpos anticolageno
V estavam presentes no soro de 50% dos animais do grupo Al e em 58,3% dos
animais do grupo Al-Col V (Figura 23, Painel B).

Anticorpos anti-colageno Il
0.8+

0.6

o)
[a] 0.4-

0.2

------------------------- Cutoff =0,119

0.0 T |
Al Al-Col V
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--------------------------------------------------- Cut off = 0,106

0.0 T T
Al Al-Col V

Figura 23 - Pesquisa de anticorpos anticolageno tipo Il (A) e V (B) no soro dos animais dos
grupos Al e Al-Col V. GraphPad Prism versdo 8; Teste t.



53

DISCUSSAO




54

5- DISCUSSAO

A inflamacé&o no tecido sinovial € um evento comum em varias patologias
inflamatorias ou degenerativas, que afetam as articulacdes sinoviais. Até o
momento, o tratamento e o controle da dor e degeneracao articular sdo uma
problemética, devido a administracédo a longo prazo de farmacos ou biolégicos,
que podem desencadear uma série de efeitos adversos. Considerando estes
aspectos, estratégias terapéuticas baseadas em imunoterapia tém sido uma
alternativa promissora para promover o potencial tratamento.

O colageno tipo V tem sido considerado um autoantigeno em potencial,
quando exposto ao sistema imunologico, em decorréncia de processo
inflamatorio cronico (43,45,49,50). Acreditamos que durante a inflamacédo do
tecido sinovial, o intenso processo inflamatério e remodelamento tecidual podem
expor sitios imunogénicos do colageno V, com consequente desencadeamento
de autoimunidade para esta proteina. Baseado nesta hip6tese, propusemos a
utilizacdo de imunoterapia oral com colageno tipo V, para avaliar o potencial
imunorregulatério e remodelamento do tecido sinovial num modelo de artrite em
ratos, induzido pela injecao intra-articular de mBSA. Os nossos resultados
mostraram que 0 grupo de animais com artrite induzida e submetidos a
imunoterapia com colageno tipo V tiveram aumento na expressdo de células
Treg FoxP3+/IL-10+ e de caspase 3+ no estroma sinovial, indicando um
mecanismo imunorregulatério, através producédo de IL-10, uma potente citocina
anti-inflamatoéria além de apoptose de células inflamatorias. Aliado a estes
resultados, os animais tratados apresentaram aceleracao do reparo do tecidual
sinovial, aumento na producéo de colageno do tipo | e diminuicdo do tipo V.

Dentre os varios modelos experimentais de artrite encontrados na
literatura (23,26,28,31), optamos pela utilizagdo do modelo de artrite induzida por
antigeno (MBSA), devido sua grande reprodutibilidade e semelhangas
imunoldgicas, histopatoldgicas da doenca humana e ja estabelecido pelo nosso
grupo (34).

Os dados obtidos com o PET/CT, aliados a avaliacéo histolégica do 30°
dia de artrite, sugerem que a captacdo de [*®F]JFDG é um reflexo do intenso

infiltrado de células inflamatdrias distribuidas por todo estroma sinovial,
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constituido principalmente por linfocitos T (CD4+ e CD8+) e linfocitos B (CD20+),
além de uma menor porcentagem de macréfagos (CD68+), presentes no modelo
de artrite induzido por mBSA (35). Embora, ndo tenha sido detectada diferenca
no escore histologico e porcentagem de células inflamatdrias entre os grupos Al
e Al-Col V, identificamos, na avaliacao histoldgica, uma importante diferenca na
distribuicdo das células imunes. No grupo AI-Col V, estas células foram
encontradas ao redor dos vasos e, ao contrario, no grupo Al estavam presentes
de forma difusa no tecido sinovial. O padrdo morfolégico destas células
encontrado no grupo Al-Col V, sugere que apds a imunoterapia, possivelmente
estamos ativando uma resposta imune. Corroborando com esta hipotese,
observamos no infiltrado celular que circundam os vasos do estroma sinovial do
grupo Al-Col V, maior porcentagem de células Treg FoxP3+/IL-10+, indicando
um microambiente imunorregulatorio, caracterizado por uma assinatura
imunossupressora, atraves da producédo da citocina anti-inflamatoria IL-10.

Notavelmente, o tecido sinovial do grupo Al-Col V, que foi caracterizado
pelo aumento de células positivas para IL-10, apresenta menor quantidade de
colageno V e maior de colageno I, indicando que o microambiente anti-
inflamatorio favorece a aceleracdo do remodelamento tecidual. Por outro lado,
no grupo Al, que apresenta grande quantidade de colageno V envolvendo o
infiltrado celular, apresenta menor quantidade de células FoxP3/IL-10+,
indicando um ambiente proé-inflamatorio, que resulta em maior dano tecidual e
remodelamento tecidual exacerbado (67). Além disso, a administracdo oral de
colageno do tipo V no modelo de artrite ndo alterou a expressao de colageno |l
entre os grupos Al-Col V e Al, corroborando com a hip6tese que o tratamento
interferiu na aceleracao do reparo tecidual.

A grande quantidade de colageno tipo V na Al, concomitante ao processo
inflamatério, € um aspecto a ser destacado, pois sugere que as células
inflamatorias poderiam produzir citocinas e fatores de crescimento, como o TGF-
B que estimularia a sintese de colageno V pelos fibroblastos sinoviais, na
tentativa de reparar o dano tecidual. Outros estudos ja demostraram que a
expressdo do colageno V precede a expressado do colageno dos tipos | e lll,
persistindo até a formacdo da cicatriz fibrética em pacientes com esclerose

sistémica precoce (85). Ainda, recentemente foi mostrado que o aumento na
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expressdo de colageno V prejudica a organizacdo/formacdo das fibrilas de
coldgeno em queloides (86). Além disso, corroborando com a hipotese de que o
aumento de colageno V no processo inflamatorio contribui para um
remodelamento tecidual exacerbado, podemos citar estudos preliminares do
nosso grupo, que demonstram em cultura de fibroblastos humanos normais,
aumento da expressao de TGF- e da expressao génica das subunidades a131
e a1B2 da integrina, apos o estimulo com colageno tipo V. Acreditamos que este
coldgeno possa ativar a via de sinalizacdo colageno-membrana celular e,
consequentemente, ter um papel na ativacao dos fibroblastos. (87) A sinalizacéo
célula-matriz ocorre através de duas cadeias, a a e a 3 das integrinas, que atuam
na ligagcéo de pelo menos dois sitios nos ligantes da matriz (88,89). A subunidade
da integrina a2B1 esta presente em células como fibroblastos e possui a
capacidade de se ligar ao colageno dos tipos I, Ill, IV, V, XI, XVI e XXIll e a
proteoglicanos e promover migracdo celular e mudancas morfologicas nos
tecidos.

Outro aspecto relevante é o fato de termos encontrado marcag&o positiva
para caspase 3, colocalizada com o infiltrado de linfécitos T (CD3+) no grupo Al-
Col V, indicando que a imunoterapia com colageno V, provavelmente atua na
inducdo de apoptose de células inflamatérias. Este resultado corrobora com
estudos anteriores do nosso grupo, no qual o modelo experimental de artrite,
tratado profilaticamente pela administracdo oral de colageno V, apresentou
aumento da caspase 9 no estroma sinovial (34,35). De fato, tanto a imunoterapia
como a tolerancia profilatica com colageno V, parecem desencadear a delecéo
clonal de células inflamatérias, que € um dos mecanismos de imunomodulacéo,
caracteristicos da tolerancia periférica para antigenos especificos, administrados
pela via da mucosa oral (63—68).

Ja esta bem estabelecido que o microambiente das mucosas favorece o
desenvolvimento da tolerancia imunoldgica periférica, pela presenca de células
dendriticas tolerogénicas, que produzem altos niveis de IL-10 e TGF-B, enzimas
envolvidas no metabolismo do &cido retindico e transcricdo do FoxP3, entre
outros fatores (65). Aléem disso, embora ndo sejam mutuamente exclusivos, os
mecanismos desencadeados pela tolerancia oral sdo, em grande parte,

determinados pelo regime de administracdo do antigeno, onde simples doses
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altas de antigeno favorecem a delecdo ou anergia clonal, enquanto multiplas
doses baixas de antigeno/autoantigeno estéo ligadas com a supressao mediada
por células Treg (68,73). Nas ultimas décadas varios estudos tém mostrado que
a administracao oral/nasal de antigenos suprime varios modelos animais de
doencas autoimunes, incluindo encefalomielite autoimune experimental, uveite,
tireoidite, miastenia, artrite e diabetes, e também condi¢cfes inflamatdrias nao-
autoimunes, como asma, aterosclerose, rejeicdo de enxertos, alergias e
derrames (45,51,52,54,56,57,90-92).

Neste estudo, a presenca de autoanticorpos anticolageno V no modelo de
artrite reforca a nossa hipétese de que inflamacao sinovial expdem epitopos do
coldgeno V, que ativam a resposta imune humoral. Sabe-se que o colageno V é
uma proteina fibrilar, presente nos tecidos numa proporcao de cerca de 2 a 5%,
e que se copolimeriza com o colageno dos tipos | e lll para formar fibrilas
heterotipicas (I/lll/V). A porc¢dao tripla hélice helicoidal da molécula de colageno V
encontra-se introduzida no interior das fibrilas heterotipicas, sendo apenas o
dominio globular amino terminal (-NH3) projetado para a superficie (42,43). Além
disso, o colageno do tipo V destaca-se por possuir propriedades imunogénicas,
antigénicas e pelo potencial de tornar-se um autoantigeno quando exposto, pela
acao de metaloproteases ou outros agentes indutores da lesdo tecidual crénica
(45,51,52). Pela sua localizacao no interior das fibrilas heterotipicas, o colageno
V foi considerado um antigeno oculto, responsavel pela autoimunidade em
patologias como a bronquiolite obliterante, decorrente de transplante de pulméao
em modelo murino e em humanos, fibrose pulmonar idiopética, aterosclerose e
em asma de hipersensibilidade; e, ao contrario, a inducdo de tolerancia
oral/nasal com o colageno V preveniu o desencadeamento dos processos
patolégicos em modelos experimentais destas doencas (45,51,52,54,56,90-92).
Mais recentemente, um estudo clinico fase 1 demonstrou que pacientes com
fibrose pulmonar idiopatica submetidos a imunoterapia oral com doses de 1,0 mg
de colageno V, diariamente por 30 dias, tiveram uma estabilizacdo da fungéo
pulmonar (57).

Baseados em dados da literatura, acreditamos que no modelo de artrite,
a primeira injecdo de emulsdo de mBSA em adjuvante de Freund completo, que

contém Mycobacterium tuberculosis inativado, estimula o sistema imunolégico,
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resultando em um influxo de macrofagos, linfocitos, bem como a formacéo de
complexos imunes de mBSA/anti-mBSA, que aumentam com os refor¢cos de
mMBSA subsequentes (93). Portanto, nesse microambiente inflamatério, os
macrofagos ativados produzem uma variedade de substancias lesivas ao
estroma sinovial, como metabdlitos toxicos de oxigénio, proteases
(metaloproteases) e o6xido nitrico (94). Além disso, 0os complexos imunes
mBSA/anti-mBSA ativam o sistema complemento, aumentando a inflamagéo e a
lesdo sinovial (93,95). Em consequéncia da inflamagcdo e remodelamento do
estroma sinovial, sitios imunogénicos do colageno do tipo V podem ser expostos,
desencadeando uma resposta imunologica para esta proteina. Nossos
resultados prévios corroboram com esta hipotese, uma vez que também foram
detectados autoanticorpos anticolageno V nos animais com a indugdo de artrite
pela injecao intra-articular de mBSA (34). Como mencionado anteriormente, a
presenca de anticorpos anticoldgeno V detectados nos animais com artrite neste
estudo sdo mais um indicio de que o colageno tipo V se torna um autoantigeno
potencial. Ainda, encontramos positividade para anticorpos anticolageno Il, o que
corrobora com a literatura, uma vez que ja foi detectado em pacientes com artrite,
relacionado com a destruicao articular e producéo de citocinas pré-inflamatorias
na fase precoce da doenca, podendo ser considerado um parametro de
prevencao de danos articulares que podem ocorrer posteriormente (96—99).

A partir da hipétese de que o colageno tipo V se torna um autoantigeno
na artrite induzida por mBSA, consideramos que a imunoterapia com esta
proteina poderia desencadear um ambiente imunorregulatério no tecido sinovial,
e indiretamente trazer beneficio a inflamacdo articular. A administracdo de
antigenos pela via oral para induzir células T reguladoras periféricas aproveita
0S mecanismos regulatorios que o trato gastrointestinal utiliza para promover a
insensibilidade contra antigenos alimentares ou microrganismos comensais (71).
De acordo com a literatura, consideramos que o colageno tipo V, administrado
pela via oral, passe pelo trato digestivo dos animais e por¢des desta proteina
(peptideos) sejam absorvidas na mucosa do intestino delgado por difusdo
paracelular ou endocitose atraves das células M (microfold) nas placas de Peyer,
o qual provavelmente é capturado por células dendriticas (CD11cCD103+), que

migram para os nodulos linfaticos, através de um mecanismo dependente de
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receptores de quimiocina 7 (CCR7) (66-68,100). Nos ndédulos linfaticos
mesentéricos, as células dendriticas classicas (CD103+ CD11b-) induzem a
diferenciacdo de células T nativas, especificas para o colageno V, em células
Tregs, através de mecanismos dependentes de TGF- e acido retindico (100).
Ainda, as células dendriticas CD103+ expressam altos niveis da enzima
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), que esta envolvida na inducao do fator de
transcricdo FoxP3+ nas células Tregs. O &cido retindico aumenta a expressao
do receptor de quimiocina (CCR9) e integrina o437 nas células Tregs recém
diferenciadas, os quais induzem o processo de migracao destas células para a
lamina prépria do intestino. Na lamina propria, as células dendriticas CX3CR1+,
produzem grande quantidade de IL-10, importante para a expanséo clonal de
células Tregs (66—68). Estas células Tregs, desencadeadas pelo mecanismo de
tolerancia para colageno V, provavelmente migram da lamina propria do intestino
para o local de lesdo, o estroma sinovial, e liberam a citocina anti-inflamatoria IL-
10. Acreditamos que este mecanismo possa ter sido desencadeado nos animais
do modelo de artrite, submetidos a imunoterapia oral com colageno tipo V, o qual
induziu um perfil de células Tregs FoxP3+ / IL-10+ no estroma sinovial do grupo
Al-Col V.

Um fato que chama a atencdo é a grande porcentagem de células que
expressam IL-10, no grupo dos animais com artrite induzida e submetidos a
imunoterapia oral com colageno tipo V. Importante mencionar que, além das
células Tregs, que expressam FoxP3+ e citocinas anti-inflamatérias, como IL-10,
TGF-B, IL-35, a tolerancia induzida oralmente pela administracdo de antigenos
inclui outros tipos de células Treg FoxP3-, como as LAP+ Treg e Trl. As LAP+
Treg expressam CD4 e LAP e secretam tanto TGF- quanto IL-10. As células
Trl expressam CD4, CD49b, LAG-3 e alta secrecédo de IL-10 (66,71,101). Além
disso, atualmente, tém sido mostradas células induzidas por tolerancia oral, com
funcdo regulatéria, diferentes de linfocitos T CD4+. Neste sentido, tém sido
caracterizados varios subtipos de células B regulatérias (Breg), e a maioria
produz uma grande quantidade IL-10 (102,103). De fato, as funcgbes
imunossupressoras do subtipo de células Breg B10 foram intensamente
caracterizadas em diferentes modelos de doencas, como inflamacé&o alérgica,

inflamacgéo intestinal, encefalomielite autoimune experimental, artrite e lUpus
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(103). Embora em nosso estudo, ainda ndo tenhamos caracterizado outros perfis
de células que expressam IL-10, no grupo Al-Col V, acreditamos que além do
perfil de células Tregs FoxP3+ / IL-10+, a IL-10 deve ser também produzida por
outros tipos de células, que serdo caracterizadas em estudos futuros.

Em suma, no nosso estudo mostramos que a imunoterapia oral com
colageno V no modelo de artrite induzida por mBSA, induziu um microambiente
imunoregulatério no estroma sinovial, caracterizado pela presenca de células
Treg FoxP3+/IL-10+ e aumento de apoptose de células inflamatérias. Como
consequéncia do microambiente anti-inflamatorio, o estroma sinovial dos
animais com Al, submetidos a imunoterapia com colageno V, apresentou
aceleracéao do reparo do tecidual sinovial, regulado pelo aumento no depdésito de
colageno | e diminuicdo de coladgeno do V. Ainda, destacamos a importancia do
monitoramento in vivo da captacédo de ['®F]FDG pelo PET/CT, que reflete o
metabolismo da glicose e, indiretamente, sinalizou o infiltrado celular na
articulagéo nos animais dos nossos grupos de estudo.

O conjunto dos nossos dados sugerem que a imunoterapia com colageno
V favoreceu um ambiente anti-inflamatorio e remodelamento sinovial, podendo
ser considerada uma terapéutica promissora, coadjuvante aos tratamentos de

base em doencas articulares.
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6- CONCLUSAO

Baseados nos resultados encontrados durante o desenvolvimento desse
trabalho, em que foi verificado uma importante diferenca na distribuicdo das
células imunes, aumento de células Treg FoxP3+/IL-10+, colageno | e
diminuicao de colageno V no tecido sinovial, apds a imunoterapia com colageno

V na artrite em ratos, podemos concluir que:

1. O tratamento teve efeito imunorregulatorio na artrite experimental em

ratos.

2. A imunomodulagéo desenvolvida nos animais tratados foi mediada por

células Treg e citocina IL-10 no tecido sinovial.

3. O tecido sinovial apresentou sinais de reparacédo, com remodelamento de
colageno.

Desta forma, sugerimos que:

1. Aterapia com colageno V pode vir a ser um tratamento promissor aliado aos

medicamentos de doencgas articulares.

2. Anticorpos anticolageno V poderiam ser utilizados como um biomarcador do

processo inflamatorio articular em pacientes.
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