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RESUMO 
 

Silveira LKR. Efeito da imunoterapia com colágeno V no processo inflamatório e 
remodelamento do tecido sinovial na artrite experimental [dissertação]. São 
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2023. 
 

Recentemente, muitos autores demonstraram que a lesão tecidual e vascular 

decorrente de processos inflamatórios patológicos pode expor o colágeno V, 

proteína fibrilar localizada no interior das fibrilas de colágeno. Assim, pelas suas 

propriedades antigênicas, o colágeno V pode tornar-se um neoantígeno, quando 

exposto ao sistema imunológico, gerando autoimunidade em diversas 

enfermidades. Estudos prévios do nosso grupo, mostraram que ratos com 

inflamação articular induzida por albumina sérica bovina metilada (mBSA) e 

adjuvante completo de Freund, apresentam anticorpos anti-colágeno V. Ainda, a 

administração oral profilática com colágeno V, interferiu positivamente na 

modulação do processo inflamatório e remodelamento da sinóvia nos ratos com 

inflamação articular; entretanto, o efeito do colágeno V como imunoterápico 

ainda não é conhecido. No presente estudo, avaliamos o efeito da imunoterapia 

com colágeno V, após o estabelecimento da sinovite articular em modelo de 

artrite em ratos. Para isso, vinte e cinco ratos da linhagem Lewis, machos, três 

meses de idade, com média de peso de 360g foram divididos em três grupos: 

artrite induzida (AI, n=10), artrite tratada com colágeno V (AI-Col V, n=10) e 

controle com colágeno V (CT-Col V, n=5). A artrite foi induzida através de injeção 

intra-articular (ia) de mBSA e adjuvante completo de Freund no joelho direito, 

com reforços intra-articulares de mBSA no 7° e 14° dias. No 15º dia, após o 

período de indução, o grupo AI-Col V recebeu administração oral de 300 µl de 

uma solução de 1,6µg/µl de colágeno V, três vezes por semana. No grupo CT-

Col V foi injetado 20 µl de solução salina (ia), e os animais receberam o mesmo 

protocolo de tratamento do grupo AI-Col V. Os grupos foram eutanasiados após 

30 dias da primeira injeção. Foram avaliados o diâmetro articular, inflamação por 

PET/CT com [18F]FDG, expressão de CD3+, CD4+, CD8+, CD20+, FoxP3+, 

Caspase 3+ e IL-10+ e do colágeno dos tipos I, III e V, além da pesquisa de 

anticorpos anti-colágeno II e V no soro. Nossos resultados mostraram aumento 

no diâmetro articular em 7 e 14 dias nos grupos AI e AI-Col V e diminuição aos 

30 dias. Ainda, não foi detectado diferença significativa da atividade metabólica 

celular entre os grupos AI-Col V e AI, após 30 dias. Morfologicamente, 

identificamos espessamento da membrana sinovial, presença de intenso 

infiltrado inflamatório no tecido sinovial do grupo AI; ao contrário, identificamos 

tênue diminuição de células inflamatórias, associadas ao depósito de colágeno 

no grupo AI-Col V. Nos grupos AI e AI-Col V, identificamos aumento de linfócitos 

T (CD3+, CD4+, CD8+), linfócitos B (CD20+) e macrófagos (CD68+) no tecido 

sinovial do joelho direito com indução de artrite, em relação ao joelho esquerdo. 

Ressaltamos, intenso infiltrado de linfócitos marcados duplamente para FoxP3+ 



e IL-10+ e, também, de linfócitos CD3+ com caspase 3+ no tecido sinovial do 

grupo AI-Col V, quando comparado ao tecido sinovial do grupo AI. 

Adicionalmente, o tecido sinovial do grupo AI-Col V apresentou diminuição da 

expressão de colágeno V nas regiões com intensa positividade para IL-10, 

quando comparado ao grupo AI. No grupo AI-Col V também identificamos um 

aumento significativo de colágeno I e diminuição de colágeno V, o que não foi 

observado para o colágeno III. Quanto à frequência de anticorpos no soro, 

encontramos anti-colágeno II, em 50% e 46,6% dos animais, respectivamente 

nos grupos AI e AI-Col V, e anti-colágeno V em 50% e 58,3% dos animais, 

respectivamente em AI e AI-Col V. Sabendo-se que a administração oral de 

colágeno V, aos 15 dias da indução da artrite em ratos, induziu aumento de 

linfócitos FoxP3+ com intensa produção de IL-10+, aliada ao aumento de 

colágeno I e diminuição de colágeno V, podemos concluir que o colágeno V tem 

efeito imunoterápico na artrite em ratos. Ainda, sugerimos que anticorpos anti-

colágeno V poderiam ser utilizados como um biomarcador de evolução do 

processo inflamatório articular nesta enfermidade.       

 

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

Tolerância. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 

Silveira, LKR. Effect of collagen V immunotherapy on the inflammatory process 

and synovial tissue remodeling in experimental arthritis [dissertation]. São Paulo: 

“Faculdade de Medicina, Universidade de São 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 (mBSA) 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 mBSA 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 IA-Col V group received oral administration of 300 µl of a 1.6 µg/µl 
collagen V solution, three times a week. In the CT-Col V group, 20 µl 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, III and V, in addition to search for anti-collagen II 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 IA-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 IA 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 IA group. In the 
IA-Col V group, we also identified a significant increase in collagen I and a 
decrease in collagen V, which was not observed for collagen III. Regarding the 



frequency of antibodies in the serum, we found anti-collagen II in 50% and 46.6% 
of the animals, respectively in the IA and IA-Col V groups, and anti-collagen V in 
50% and 58.3% of the animals, respectively in IA 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 I 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. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO



1 
 
 
 

1- INTRODUÇÃO 
 

1.1- Sinovite 

 

As articulações sinoviais são componentes de grande importância para o 

sistema músculo-esquelético, pois são responsáveis pelo suporte para os ossos 

e principalmente pela flexibilidade da articulação. Estas articulações estão 

presentes nos joelhos, ombros, quadris, cotovelos e falanges e são compostas 

por osso, tendões, cartilagem, sinóvia e espaço intra-articular, que contém o 

líquido sinovial (1,2). 

As articulações sinoviais são propensas a danos causados por doenças 

ou lesões (1), sendo o tecido sinovial envolvido no início e desenvolvimento de 

várias doenças articulares, sejam inflamatórias, degenerativas ou artropatias 

microcristalinas (3). 

A sinóvia encapsula as articulações diartrodiais, permitindo o movimento 

flexível das estruturas adjacentes, além de possibilitar o transporte seletivo de 

moléculas e fluidos para dentro e fora no espaço articular, lubrificar a cartilagem, 

nutrir os condrócitos e absorver resíduos metabólicos (1,4,5). O tecido sinovial 

possui um fino revestimento de células, com 50 µm de espessura, que compõe 

a membrana sinovial. Este tecido não possui lâmina basal e é dividido 

morfologicamente em camada íntima e subíntima (1,2,5). A íntima é composta 

por uma a duas camadas de sinoviócitos semelhantes a fibroblastos, também 

conhecidas como sinoviócitos do tipo B. Estas células têm por função principal 

produzir os componentes da matriz extracelular (MEC) e enzimas, como 

metaloproteases, que degradam estes componentes da MEC, quando 

necessário, para manter o equilíbrio fisiológico. Os sinoviócitos do tipo B também 

secretam o líquido sinovial, que se encontra no espaço articular, composto por 

ácido hialurônico e proteoglicano 4, permitindo a lubrificação e movimento da 

articulação, além de facilitar o transporte de macromoléculas e servir como 

reservatório para nutrientes e moléculas de sinalização (1,2,5). Ainda, estão 

presentes poucos sinoviócitos semelhantes a macrófagos, conhecidos como 

sinoviócitos do tipo A, com função fagocítica (2,4). A camada subíntima da 

sinóvia consiste de uma rede de tecido conjuntivo frouxo de MEC, composta por 
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colágeno dos tipos I, III, V e VI, sulfatos de condroitina e heparan, fibronectina e 

laminina, além de vasos sanguíneos e linfáticos, fibras nervosas, alguns 

fibroblastos e macrófagos ou linfócitos, e adipócitos (1,4,5). 

O tecido sinovial é suscetível a vários distúrbios patológicos, sejam 

inflamatórios, como as artrites reumatóide, psoriática, reativa e séptica, ou não 

inflamatórios, como osteoartrite, sinovite pós-traumática e sinovite vilonodular 

pigmentada, que afetam principalmente a articulação do joelho, podendo ser um 

processo monoarticular ou poliarticular sistêmico. Os danos articulares são 

comumente caracterizados por aumento do fluxo sanguíneo, edema, 

remodelamento da MEC, derrame de líquido sinovial no espaço intra-articular, 

prosseguindo para hiperplasia e/ou hipertrofia da sinóvia, causada por aumento 

de infiltrado celular, invadindo o espaço articular (pannus), e em fases mais 

tardias pode progredir para fibrose, sendo um processo envolvido no início e 

durante o desenvolvimento de várias doenças articulares, como mencionamos 

no início deste tópico (6,7).  

Na artrite reumatóide (AR), doença autoiumune e crônica (8,9), 

caracterizada por hiperplasia da camada intima da sinóvia e angiogênese de 

forma desordenada, apresenta migração de células para o tecido, transformando 

a sinóvia em um pannus que pode invadir a cartilagem e osso. O infiltrado 

inflamatório é composto por linfócitos T (predominantemente CD4+ e CD8+) e B 

formando agregados ao redor de vasos, além de infiltrado de plasmócitos, 

macrófagos (CD68+), neutrófilos, células dendríticas e natural killer (4,10,11). 

Claramente, a composição da sinóvia é alterada extremamente e estudos 

indicam que os sinoviócitos do tipo B desempenham um papel importante na 

alteração da inflamação aguda para a crônica (2,10). Estes sinoviócitos se 

expandem em grande quantidade, levando ao remodelamento da MEC, e 

formam vilosidades no tecido, podendo invadir e causar danos à cartilagem e 

osso (4). Além disso, os sinoviócitos do tipo B sofrem alteração e são ativados 

mediante a infiltrado celular e citocinas pro-inflamatórias. Uma vez ativados, 

estes sinoviócitos são capazes de produzir fatores inflamatórios, fatores de 

crescimento e angiogênese, que perpetuam a sinovite (2).  

Outra enfermidade reumática inflamatória e crônica é a artrite psoriática 

(APs), com características clínicas heterogêneas, afeta pacientes com psoríase. 
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Esta enfermidade causa danos às articulações, coluna vertebral e enteses. A 

maioria dos pacientes apresentam sinovite mono ou poliarticular (12,13), 

caracterizada por menor hiperplasia da camada sinovial e menos monócitos e 

macrófagos, em estudos comparativos com a AR. Ainda, há infiltrado de 

linfócitos T, agregados linfóides, angiogênese e superexpressão de citocinas 

pró-inflamatórias (12). 

Ainda, temos as artrites infecciosa ou séptica, reativa ou inflamatória, nas 

formas aguda ou crônica, que são causadas por bactérias, vírus, fungos e 

parasitas, podendo ser desencadeadas por diferentes fatores, como doenças 

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 não 

possui lâmina basal e é muito vascularizado, é um ambiente favorável para a 

proliferação destes microorganismos causadores da doença, levando à 

inflamação, edema, isquemia tecidual e vasos dilatados. As enzimas e toxinas 

bacterianas também causam danos à cartilagem, metaloproteases ativadas por 

citocinas levam à digestão tecidual e a isquemia da sinóvia, levando à anóxia da 

cartilagem (14,15). 

No caso da osteoartrite (OA), artropatia crônica mais comum em 

pacientes idosos, que afeta principalmente os joelhos. A etiopatogenia não é 

bem conhecida, mas sabe-se que um dos fatores de risco para o 

desenvolvimento da OA é a sobrecarga articular, como por exemplo o excesso 

de peso, vícios posturais, desalinhamento articular, prática inadequada de 

esportes e trauma articular. Nesta doença, não apenas a cartilagem é acometida, 

mas também o osso subcondral, tecido sinovial, ligamentos, meniscos e cápsula 

articular; tendo a sinóvia um papel importante na patogênese da doença. A OA 

causa hiperplasia da camada de revestimento da sinóvia, espessamento, fibrose 

e vascularização estromal. Ocorre infiltrado celular, predominantemente de 

macrófagos, que se agregam e formam células gigantes multinucleadas, e 

linfócitos T. Os macrófagos, sinoviócitos e condrócitos levam à um ciclo vicioso 

ao produzirem mediadores pró-inflamatórios, que aumentam o infiltrado celular, 

angiogênese, causando ainda mais degradação da cartilagem e osso 

subcondral, que consequentemente resulta em mais inflamação sinovial  
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(3,6,16,17).  

Finalmente, podemos citar a sinovite vilonodular pigmentada, (SVNP), 

uma doença rara e idiopática, que se desenvolve na bursa e nas bainhas dos 

tendões, geralmente apresentada de forma monoarticular, afetando 

principalmente os joelhos. A SVNP é caracterizada por um processo de 

proliferação sinovial benigno dentro das articulações, infiltrado de células 

gigantes multinucleadas e histiócitos, com deposição de pigmento 

hemossiderina (produto de degradação de hemácias)  (3,6,7). 

A sinovite também pode ser causada por lesões agudas, caracterizada 

por vasos dilatados, edema, inflamação e espessamento sinovial. Lesões 

contínuas podem levar a aderências e fibrose, e até destruição articular, sendo 

de extrema importância sua análise, assim como formas de intervir neste 

processo tão doloroso para o paciente (7). 

 

1.2- Modelos Experimentais 

 

Dada a ocorrência da inflamação sinovial em muitas doenças articulares, 

diversos estudos têm buscado métodos para uma melhor terapêutica, 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 avaliação das estruturas 

fundamentais da articulação, para o desenvolvimento de novos fármacos e apoio 

diagnóstico (18,19).  

A indução de modelos de artrite em uma única articulação (monoarticular) 

é vantajosa, pois diminui o possível sofrimento animal, ao reduzir a gravidade da 

doença, permite um estudo mais refinado sem as complicações da doença 

sistêmica e, ainda, é possível utilizar o lado contralateral como controle (20). 

Um modelo clássico de monoartrite é o induzido por adjuvante completo 

de Freund (ACF), um óleo mineral que contém Mycobacterium tuberculosis 

inativa, em ratos ou camundongos por via intra-articular, podendo ser usada a 

articulação tibiotársica ou femorotibial. Histologicamente, é observado edema, 

infiltrado inflamatório na sinóvia e espaço articular, hiperplasia sinovial, pannus 

e danos à cartilagem. Neste modelo, a inflamação articular pode persistir por até 
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28 dias (20–23). 

A monoartrite também pode ser induzida por caulim e carragenina (CC) 

em camundongos ou ratos. O caulim é uma substância inorgânica, constituída 

de silicato de alumínio hidratado, que causa danos à cartilagem e sinóvia. A 

carragenina é um polissacarídeo sulfatado, proveniente de uma espécie de 

musgo, que causa infiltração leucocitária local e liberação de mediadores 

celulares (24). A injeção destes dois componentes no espaço intra-articular 

(joelho ou tornozelo), gera inflamação articular e sinovial, por infiltrado celular, 

exsudato do líquido sinovial, destruição da cartilagem e aumento do fluxo 

sanguíneo. Este modelo de monoartrite pode ser mantido por até 10 dias (25–

27).      

Outro modelo de monoartrite é o induzido pela injeção de iodo-acetato 

monossódico (IAM), nas articulações do joelho ou tíbio-társica em ratos. Após a 

injeção intra-articular de IAM, observa-se inchaço na articulação, erosão da 

cartilagem e osso subcondral, inflamação e hiperplasia sinovial. Este modelo 

persiste por até 28 dias (28,29).  

Ainda, o Zymozan, um polissacarídeo derivado da parede celular do fungo 

Saccharomyces cerevisae, quando injetado por via intra-articular no joelho de 

ratos ou camundongos, induz inflamação sinovial, com infiltrado de neutrófilos, 

edema e aumento da permeabilidade vascular na fase aguda. E na fase crônica 

induz infiltrado linfocitário e de macrófagos, produção de citocinas pró-

inflamatórias e pannus. Este modelo tem pico inflamatório no 3º dia, e regressão 

a partir do 7º dia (19,30–32). 

Entre estes modelos, destaca-se a artrite induzida em ratos por antígeno 

(AIA), com albumina bovina sérica metilada (mBSA). Este modelo é dependente 

de células T CD4+ e só afeta as articulações injetadas. A injeção intra-articular 

da mBSA emulsificada em ACF no joelho, seguido de reforços do mesmo 

antígeno, resulta em inchaço da articulação, hiperplasia sinovial, infiltrado celular 

e pannus, semelhantes aos achados histopatológicos de pacientes com AR. E a 

mBSA por ser uma proteína catiônica, fica retida em locais inflamatórios e se liga 

à cartilagem, causando erosão do tecido (33–36).  
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1.3- Colágeno tipo V no tecido sinovial 

 

Como mencionamos anteriormente a membrana sinovial é constituída por 

uma camada de células e que está associada a uma matriz fibrilar fina ou amorfa 

formada por um tecido conjuntivo frouxo relativamente rico em colágeno e outras 

macromoléculas. Entre estas macromoléculas destaca-se o colágeno tipo V que 

é uma glicoproteína pertencente ao grupo dos tipos de colágeno fibrilares e que 

apresenta propriedades imunogênicas, antigênicas e pelo potencial de tornar-se 

um autoantígeno quando exposto, pela ação de metaloproteases ou outros 

agentes indutores da lesão endotelial crônica, como nas sinovites (37). 

Embora seja quantitativamente minoritário em relação a outros tipos de 

colágeno, cerca de 2 a 5 %, o colágeno V possui ampla distribuição, localizado 

principalmente entre a membrana basal e o tecido conjuntivo adjacente, em 

tecidos como o pulmão, pele, baço, córnea, fígado, sinóvia, entre outros. Este 

colágeno possui três isoformas: [1(V), 2(V) e 3(V)], constituída por três 

cadeias  distintas; [1(V)2, 2(V)], formada por duas cadeias 1 e uma 2, e 

[1(V)3], que possui três cadeias 1 idênticas. Entre as isoformas do colágeno 

V, a [1(V)2, 2(V)] é a mais comum e presente na maioria dos tecidos (38–42). 

Adicionalmente, o colágeno V é uma proteína extremamente conservada entre 

as espécies e se copolimeriza com os tipos I e III para formar fibrilas heterotípicas 

(I/III/V). A porção tripla hélice helicoidal (fibrilar) da molécula de colágeno V 

encontra-se oculta no interior destas fibrilas, sendo o domínio globular amina 

terminal (-NH3) da cadeia 1 projetado para a superfície (43,44). Este domínio 

globular regula o crescimento fibrilar das fibrilas heterotípicas, impedindo 

fisicamente que novos monômeros se acrescentem à fibrila. Devido a esta 

característica o colágeno V tem função importante na organização, crescimento 

e dimensionamento do diâmetro das fibrilas heterotípicas, sendo atualmente 

considerado o nucleador da fibrilogênese do colágeno tipo I (45–50).  

Este colágeno foi considerado um dos responsáveis pela autoimunidade 

em patologias como a bronquiolite obliterante, decorrente de transplante de 

pulmão em modelo murino e em humanos, fibrose pulmonar idiopática, 

aterosclerose e em asma de hipersensibilidade; e, ao contrário, a indução de 

tolerância oral/nasal com o colágeno V preveniu o desencadeamento dos 



7 
 
 
 

processos patológicos em modelos experimentais destas doenças (45,51–58). 

Mais recentemente, Wilkes et al., 2015 (57) demonstraram que pacientes com 

fibrose pulmonar idiopática submetidos a imunoterapia oral com doses de 1,0 mg 

de colágeno V, diariamente por 30 dias, tiveram uma estabilização da função 

pulmonar, de matriz metaloprotease 7 (MMP-7) e redução na ligação de C1q para 

anticorpos anticolágeno V (57). 

Adicionalmente, estudos do nosso grupo demonstram que coelhos e 

camundongos C57BL/6 imunizados com colágeno V apresentam alterações 

semelhantes a esclerose sistêmica, caraterizadas por fibrose de pele e pulmão, 

vasculopatia e autoanticorpos, como Fator antinuclear (FAN), 

antitopoisomerase-I (Scl-70) e anticolágeno I, III e IV, bem como 

imunocomplexos. Neste modelo de esclerose sistêmica foi sugerido que o 

depósito de imunocomplexos circulantes (colágeno V-anticolágeno V) na 

superfície endotelial, provavelmente lesa o endotélio expondo o colágeno tipo V 

presente na membrana basal, anteriormente oculto, o qual atuaria como 

neoantígeno, contribuindo para a perpetuação do processo inflamatório e 

caracterizando autoimunidade (59–61). 

Estudos anteriores demonstraram a presença de anticorpos 

anticolágeno V no soro de pacientes com diferentes doenças reumáticas, com 

prevalência na artrite reumatoide (62). Ainda, em um estudo mais recente de 

Atayde et al., 2018 foi observada positividade para anticorpos anticolágeno V no 

soro de ratos com artrite induzida por mBSA (34).  

Embora o colágeno V seja um dos constituintes do tecido sinovial, até o 

momento, não existem muitos relatos na literatura científica em relação à sua 

importância no processo de sinovite. Acreditamos que com o remodelamento 

tecidual, decorrente do processo inflamatório e ação de metaloproteases, 

epítopos do colágeno V possam ser expostos tornando-se antígenos em 

potencial. Neste aspecto, a administração de colágeno V, por via oral, pode 

resultar na exposição de peptídeos imunogênicos para o sistema imune do 

intestino e consequente ativação de mecanismos de tolerância oral (63,64).  
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1.4- Tolerância oral 

 

A tolerância oral é definida como supressão da resposta imunológica 

celular e/ou humoral a um antígeno pela prévia administração deste pela via oral. 

O objetivo deste tipo de tolerância é o de suprimir a reatividade imune específica 

sem afetar o sistema imunológico como um todo, através da deleção ou 

inativação de clones de células T direcionados a estes antígenos específicos 

(65).  

Os antígenos administrados oralmente encontram o tecido linfoide 

associado ao intestino (GALT; gut-associated lymphoid tissue), constituído 

principalmente pelas placas de Peyer, a lâmina própria do intestino e os nódulos 

linfáticos mesentéricos (Figura 1) (66). Após ingestão e processo digestivo, os 

antígenos solúveis presentes no lúmen intestinal são absorvidos e transportados 

através das células epiteliais intestinais, por meio de complexos mecanismos, 

como: difusão paracelular; endocitose por células globlet e por células M 

(microfold), presentes nas placas de Peyer, e englobamento transepitelial de 

antígenos do lúmen por células dendríticas CX3CR1+. Nas placas de Peyer e 

em outras regiões da lâmina própria, células dendríticas CD103+ englobam 

estes antígenos e migram para os nódulos linfáticos mesentéricos, através de 

um mecanismo dependente de receptores de quimiocina 7 (CCR7) (66–68). Nos 

nódulos linfáticos mesentéricos, as células dendríticas CD103+ induzem a 

diferenciação de células T nativas, específicas para o antígeno, em células T 

regulatórias (Tregs), através de mecanismos dependentes de TGF-β e ácido 

retinóico. O ácido retinóico aumenta a expressão do receptor de quimiocina 

(CCR9) e integrina α4β7 nas células Tregs recém diferenciadas, os quais 

induzem o processo de migração destas células para a lâmina própria do 

intestino. Ainda, as células dendríticas CD103+ expressam altos níveis 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 

indução na diferenciação de células T naive em células Tregs que expressam 

fator de transcrição FoxP3+ (66–70). A migração das células Tregs, específicas 

para o antígeno, dos nódulos linfáticos periféricos para a lâmina própria do 
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intestino é fundamental para o sucesso da tolerância oral. Na lâmina própria, 

ocorre a expansão clonal de células Tregs, pela ação da IL-10, produzida pelas 

células dendríticas CX3CR1+ (Figura 1). Embora as Tregs específicas para o 

antígeno, induzidas por tolerância oral, sejam formadas e localizadas no 

intestino, elas podem também ser encontradas na circulação para manter a 

tolerância sistêmica, através da produção de citocinas anti-inflamatórias, como 

a IL-10 e TGF-β (66–68). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                            

Figura 1 - Desenho esquemático mostrando as etapas dos mecanismos envolvidos na indução 
e manutenção da tolerância oral. Após a ingestão e digestão, os antígenos presentes no lúmen 
são absorvidos e transportados através das células epiteliais do intestino, deste modo 
possibilitando a apresentação antigênica para as células imunes locais. Este processo complexo 
pode incluir: 1) difusão paracelular; 2) endocitose via células microfold (M) e células globet; e 3) 
englobamento transepitelial do antígeno do lúmen por células dendríticas (CDs). Nas placas de 
Peyer, os antígenos do lúmen são capturados por CDsCD11c+CD103+ ou 
CDsCD11b+CX3CR1+. As células CD103+ migram para os nódulos linfáticos periféricos em um 
mecanismo dependente de CCR-7 para promover a diferenciação das células T naive em células 
Tregs. Depois de sua geração nos nódulos linfáticos, as Tregs aumentam a expressão de CCR9 
e integrina α4β7 e migram para a lâmina própria, onde ocorre a expansão clonal local para induzir 
tolerância oral. Adaptado de Erik Wambre e David Jeong, 2018. 

 
O conceito imunoterapia oral (ITO) tem sido usado recentemente para 

definir a administração de um antígeno por via oral, para suprimir respostas 

inflamatórias através da ativação de mecanismos imunorregulatórios. Podem ser 

administrados como ITO moléculas inespecíficas, como IL-10, ou anticorpos 

monoclonais, como o anti-CD3, que induzem a produção de células Tregs. 

Ainda, para a ITO podem ser administrados os antígenos-alvo, específicos para 

modular a inflamação. E quando as moléculas inespecíficas estão associadas 
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com antígenos específicos, o efeito da tolerância oral é potencializado (71,72). 

Apesar do antígeno-alvo ser desconhecido em muitas doenças, a ITO de 

um antígeno pode desencadear efeitos indiretos de supressão, pois os 

mecanismos imunorregulatórios são disseminados no ambiente inflamatório 

(72). 

As células Tregs CD4+CD25+FoxP3+ específicas para o antígeno, 

induzidas pela tolerância periférica, parecem ser necessárias para a tolerância 

oral (67). Outras subpopulações de células Tregs foram descritas, incluindo as 

células Th3 e Tr1 (65). As Th3 expressam TGF-β e o marcador de superfície 

LAP (latencyactivated peptide) e as Tr1 suprimem a resposta imune, através da 

produção de IL-10 (67,68). Foi descrita uma plasticidade entre as subclasses de 

células Tregs e acredita-se que a natureza do antígeno, ou modelo usado nos 

estudos experimentais, possa determinar o fenótipo das células Tregs (67).  

Classicamente, a tolerância imunológica induzida pela via da mucosa oral 

tem sido descrita como um processo multifacetado envolvendo mecanismos de 

deleção clonal ou apoptose, anergia de células T reativas, específicas para o 

antígeno, e regulação ativa por células Tregs (66). Foi sugerido que estes 

mecanismos são determinados pelo regime de administração do antígeno, onde 

simples doses altas de antígeno favorecem deleção ou anergia clonal, enquanto 

múltiplas doses baixas de antígeno estão ligadas com a supressão mediada por 

células Tregs (68,73). Entretanto, sabe-se que esses mecanismos não são 

mutuamente exclusivos e que as células Tregs FoxP3+, especialmente as 

induzidas de células T convencionais na periferia (pTregs), tem um papel 

dominante na imunossupressão. 

O microambiente do GALT favorece o desenvolvimento da tolerância 

imunológica periférica, pela presença de células dendríticas tolerogênicas, que 

produzem altos níveis de IL-10 e TGF-β, além de enzimas envolvidas no 

metabolismo do ácido retinóico e transcrição do FoxP3, entre outros fatores. 

Neste aspecto, nas últimas décadas vários estudos têm mostrado que a 

administração oral de antígenos suprime vários modelos animais de doenças 

autoimunes, incluindo encefalomielite autoimune experimental, uveíte, tireoidite, 

miastenia, artrite e diabetes, e também condições inflamatórias não-autoimunes, 

como asma, aterosclerose, rejeição de enxertos, alergias e derrames (68).  
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A tolerância pela via das mucosas periféricas no tratamento de AR 

experimental e em humanos tem sido vastamente estudada. Nos últimos anos, 

estudos mostram que a tolerância oral com colágeno tipo II produz efeitos 

terapêuticos em modelos experimentais de artrite induzida por colágeno, através 

da diminuição da produção de mediadores pró-inflamatórios (IL-2, IL-17) e 

aumento na produção de mediadores anti-inflamatórios (IL-4, TGF-β) (74). Foi 

mostrado que a tolerância oral com ovalbumina, de modo profilático, e após a 

indução de modelo de artrite, por imunização com colágeno tipo II e ovalbumina, 

mudou o curso da doença pelo aumento de células FoxP3+ e IL-10 e diminuição 

de células IFN-Ɣ+ e IL-17+; e além disso, a transferência adotiva de células 

dendríticas antes da indução deste modelo de artrite mimetizou os efeitos da 

tolerância oral (75). A administração oral de colágeno II também se mostrou 

eficiente na supressão de AR induzida por adjuvante completo de Freund em 

ratos (76). Ainda, em trabalho realizado pelo nosso grupo, a administração oral 

com colágeno V, concomitante à indução de artrite em joelho de ratos pela injeção 

de mBSA, resultou na diminuição do processo inflamatório sinovial e aumento da 

expressão de caspase 9, sugerindo que a administração oral de colágeno V 

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

 

1.5- Justificativa 

 

Tendo em vista que há diversas formas de artrite, que muitas das vezes 

têm curso extremamente severo, considera-se que os tratamentos precisam ter 

início cada vez mais precoce, a fim de preservar a estrutura osteocartilaginosa e 

consequentemente as funções articulares do paciente. Neste cenário, como já 

mencionado o comprometimento sinovial tem um papel relevante no processo 

de degradação dos componentes articulares e ósseos. Porém, o conhecimento 

sobre os mecanismos específicos que possibilitem a redução do processo 

inflamatório sinovial e formação do “pannus”, ainda permanecem 

desconhecidos, assim como o efeito de novas terapias. 

 Nos últimos anos o colágeno V tem sido considerado um antígeno 

sequestrado e sua importância na autoimunidade foi mostrada em vários 

processos patológicos (45,51–59,77–80), e a indução de tolerância oral/nasal 
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com o colágeno V tem se mostrado eficaz na inibição destes processos em 

modelos experimentais (45,51–58,60,81) e em pacientes com fibrose pulmonar 

idiopática (57). Ainda, Parra et al., 2016 em modelo experimental de câncer de 

pulmão induzida por uretano, mostraram que a administração intranasal de 

colágeno V, induziu apoptose das células cancerígenas (81).  

Recentemente, o nosso grupo mostrou que a administração profilática de 

colágeno V em ratos com artrite induzida por injeção intra-articular de mBSA, foi 

responsável pela diminuição do infiltrado inflamatório no tecido sinovial, aliado à 

diminuição de metaloprotease 2 (MMP 2) e aumento da expressão de caspase 

9 na sinóvia. Ainda, foi encontrada diminuição na dosagem de IL-1β, IL-17 e 

TNF-α sérica nos animais com artrite, submetidos à administração de colágeno 

V. Além disso, neste estudo os ratos com artrite induzida apresentaram 

anticorpos anticolágeno V no soro (34). Estes resultados podem sugerir que o 

remodelamento sinovial, decorrente da sinovite experimental, possa interferir na 

constituição e distribuição da MEC, de maneira a expor epítopos antigênicos 

do colágeno V, que estimulariam uma resposta celular e humoral, podendo 

interferir na resposta inflamatória na artrite. Entretanto, até o momento não foi 

avaliado a resposta celular específica para esta proteína, assim como o perfil de 

citocinas envolvidas neste tipo de resposta. Além disso, ainda não foi esclarecido 

se a administração de colágeno V em artrite experimental diminuiu o processo 

inflamatório sinovial, através da ativação de mecanismos de tolerância oral, com 

a presença de células T regulatórias e citocinas anti-inflamatórias. Ainda, se faz 

necessário avaliar se a administração de colágeno V, iniciada após a indução da 

artrite é capaz de mudar o curso do modelo experimental em ratos, induzido por 

mBSA.  

Por fim, aliado às avaliações morfológica e morfométrica do tecido sinovial 

e das respostas humoral e celular, é de extrema importância a avaliação do efeito 

da administração de colágeno V no processo inflamatório in vivo no modelo de 

artrite, através da análise de imagens por PET/CT com [18F]FDG em pequenos 

animais. O conhecimento destes mecanismos de ação, podem ser de grande 

valia para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas, baseadas na 

administração de colágeno V, para indução de mecanismos de tolerância oral, 

que podem ser importantes na modulação da inflamação articular em artrite. 
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2- OBJETIVO 

 

Nossa proposta neste estudo foi avaliar a importância do colágeno V na 

autoimunidade no modelo de artrite, induzido com albumina sérica bovina 

metilada (mBSA) e adjuvante completo de Freund em ratos, e os possíveis 

mecanismos de ação envolvidos na administração de colágeno V. Para isso 

foram investigados: 

 
• A modulação do processo inflamatório e remodelamento do tecido sinovial, 

através de marcadores celulares e teciduais; 

• Apoptose de células inflamatórias por imunohistoquímica; 

• Indução de células T regs e citocinas anti-inflamatórias; 

• Pesquisa de anticorpos anticolágeno II e V no soro dos animais; 

• Efeito da administração de colágeno V na modulação do processo 

inflamatório após o estabelecimento da artrite, através da análise de imagens 

PET/CT com [18F]FDG “in vivo” em pequenos animais. 
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3- MATERIAL E MÉTODOS  
 

3.1- Animais 
 

Foram utilizados ratos Lewis (n=25), machos, com peso médio de 360 g, 

obtidos no Biotério de Manutenção e Experimentação da Clínica Médica da 

FMUSP. Os animais foram mantidos, com ciclo de 12h claro/12h escuro, à 

temperatura de 22 ± 2ºC, recebendo água filtrada e ração convencional ad 

libitum. O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Faculdade de Medicina da USP, registrada com o nº 1294/2019. 

 
3.2- Indução da inflamação articular 
 

A artrite foi induzida através de injeção intra-articular de 20 μl de uma 

emulsão de 500 μg de mBSA (Sigma Chemical, St. Louis, MO) diluída em 10 μl 

de solução salina, e emulsificado em 500 μl de adjuvante completo de Freund 

(Sigma Chemical, St. Louis, MO), no joelho direito dos animais. Após 7 e 14 dias 

foram injetados 20 μl, por via intra-articular, no mesmo joelho, de uma solução 

de 50 μg de mBSA em 500 μl de solução salina (AI; grupo com artrite induzida, 

n=20). Nos animais do grupo controle sem artrite, foi injetado 20 μl de solução 

salina, por via intra-articular, no joelho direito (CT-Col V; grupo controle, n=5). 

Todos os animais foram mantidos por um período de 30 dias. A anestesia foi 

administrada via intraperitoneal (xilazina 10mg/Kg e quetamina 75mg/Kg), e a 

analgesia foi realizada por via subcutânea com cloridrato de tramadol (40mg/Kg 

de peso corporal) durante 3 dias após as induções, em um intervalo de 8 em 8 

horas. A eutanásia foi realizada com sobre dose anestésica, de acordo com as 

normas de ética em experimentação animal. 

 

3.3- Protocolo da administração de colágeno V 
 

Para a administração de colágeno V, os ratos foram contidos e uma sonda 

orogástrica metálica rígida, acoplada a uma seringa de 1mL, foi introduzida até o 

ponto correspondente à distância entre a boca e o apêndice xifóide dos animais. 

A concentração de 500μg de colágeno V/300μl de ácido acético 0,01N foi 

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

 

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

sem administração de colágeno V (Figura 2). 

 

 

 
Figura 2 - Esquema de indução de artrite. 

 

Grupo AI-Col V (n=10): Artrite induzida por mBSA/adjuvante completo de Freund 

e administração de 500μg de colágeno V, por via oral, a partir do décimo quinto 

dia até 30 dias após a indução de artrite, administrado 3 vezes por semana 

(Figura 3).  

 
 

Figura 3 - Esquema de indução de artrite e administração de colágeno V, a partir do 15° dia, 
administrado 3 vezes por semana. 

 
Grupo CT-Col V (n=5): Grupo controle com injeção intra-articular de solução 

salina e administração de 500μg de colágeno V, 3 vezes por semana, via oral, 

por um período de 15 dias (Figura 4). 

 

 

 

Figura 4 - Esquema grupo controle administrado com colágeno V. 
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3.4- Avaliação de processo inflamatório utilizando [18F]FDG 
 

Para avaliação in vivo do efeito da administração de colágeno V no 

processo inflamatório articular, os grupos AI e AI-Col V (n=10 animais/grupo) 

foram submetidos ao PET/CT nos tempos basal (um dia antes do início do 

protocolo), 14 (um dia antes do início da administração de colágeno V) e 30 dias 

(no final dos protocolos). No momento apropriado os animais, foram 

posicionados em equipamentos de detecção apropriados (câmaras de 

tomografia por emissão de pósitron – PET, ou tomografia por emissão de fóton 

único – SPECT) para detecção da radiação. Para este procedimento, os animais, 

sob efeito de anestesia com 1,5-3% isoflurano em oxigênio 100%, tiveram 18-37 

MBq do radiofármaco (18F) fluorodeoxiglicose (18FDG), uma molécula marcada 

com isótopos radioativos, principalmente para detecção de tumores ou sistemas 

em que o consumo de glicose possa ser diferenciado em sistemas alvos e não 

alvos, administrado por injeção via veia peniana e a anestesia foi suspensa para 

melhor distribuição do radiofármaco. Após 45 minutos os animais foram 

novamente anestesiados e posicionados em equipamento imagens PET/CT 

(Triumph® II Trimodality System, CA, USA) (82).  As imagens foram 

reconstruídas e processadas utilizando o algoritmo 3D-OSEM usando 20 

iterações e 4 subconjuntos, e quantificadas pelo software PMOD versão 4.0. 

Após a aquisição da imagem no tempo 30 dias, os animais foram 

novamente anestesiados e eutanasiados, de acordo com as normas de ética em 

experimentação animal, e a radioatividade em cada órgão e nas juntas foi 

determinada em contador de cintilação. 

A captação de [18F]FDG é expressa em valor padronizado de captação 

(SUV) calculado como: SUV= concentração de radioatividade (Bq/mL) / [dose 

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

 

3.5- Mensuração do diâmetro articular 
 

A avaliação do edema articular induzido por mBSA, foi realizada através 

do registro da variação do diâmetro articular mensurado nos tempos 0, 7, 14 e 

30 dias. Para tal, o animal foi imobilizado gentilmente com um campo cirúrgico 

tendo apenas o membro posterior livre. Com o auxílio de um paquímetro 

milimetrado foram obtidas três medidas do diâmetro articular (DA) tíbio-femural 

dos joelhos direito e esquerdo. Das três, foi feito a média. Os dados são 

apresentados como a diferença entre cada média registrada do lado direito com 

o esquerdo. 

 

3.6- Coleta das amostras 
 

O tecido sinovial coletado para análise histológica foi fixado em formol 

10%, durante aproximadamente 24 horas. Após este período, as amostras do 

tecido foram envolvidas por papel de seda, para garantir melhor disposição 

espacial, desidratadas em concentrações crescentes de álcool, diafanizadas em 

xilol e submetidas aos procedimentos histológicos de rotina. 

 

3.7- Avaliação histológica 
 

Foram realizados cortes com 4-5 µm de espessura para coloração pela 

hematoxilina e eosina (H&E). As amostras de tecido sinovial coradas com H&E 

foram analisadas em microscópio óptico para avaliação de processo inflamatório, 
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presença de edema e pannus nas regiões sinoviais e subsinoviais. 

 

3.7.1- Escore histopatológico 
 

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 características: 

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

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

 

Tabela 1 - Escore de Krenn para camada de revestimento sinovial 

 

Pontos Camada de células de revestimento sinovial  

0 As células de revestimento formam uma camada 

1 As células de revestimento formam 2-3 camadas 

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

3 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 O estroma sinovial mostra celularidade normal 

1 A celularidade é ligeiramente aumentada 

2 A celularidade está moderadamente aumentada, podendo ocorrer 

células multinucleadas 

3 A celularidade é muito aumentada, células gigantes multinucleadas, 

formação de pannus e granulomas reumatóides 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 inflamatório     

 

Pontos Infiltrado inflamatório  

0 Sem infiltrado inflamatório        

1 Poucos linfócitos ou plasmócitos situados principalmente 

perivasculares     

2 Numerosos linfócitos ou plasmócitos, às vezes formando 

agregados semelhantes a folículos      

3 Infiltrado inflamatório denso em forma de faixa ou numerosos 

grandes agregados semelhantes a folículos     

 

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

grade and high-grade synovitis). 

          

Após a pontuação em cada característica analisada, os pontos são 

somados e classificados, de acordo com a tabela 4.  

 

Tabela 4 - Escore de Krenn para graus de sinovite 

 

Soma dos pontos Classificação  

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- Imunohistoquímica para células inflamatórias e apoptose celular 
 

A imunohistoquímica foi realizada para avaliação de linfócitos, 

macrófagos, FoxP3, caspase 3 e IL-10, através do método da biotina-

estreptoavidina-peroxidase. Resumidamente, cortes de tecido sinovial de 4-5 µm 



22 
 
 
 

foram desparafinizadas e bloqueadas em uma solução de peróxido de 

hidrogênio a 0,3%, com um ciclo de 4 lavagens de 5 minutos para inibir a atividade 

da peroxidase endógena (CD4, CD8 e CD20). Para marcar os anticorpos CD3 e 

FoxP3, os cortes foram bloqueados em uma solução de peróxido de hidrogênio 

a 0,3% com metanol (v/v), com um ciclo de 2 lavagens de 10 minutos. Para 

marcar o anticorpo CD68, foi realizado um bloqueio adicional de proteínas de 5 

a 10 minutos.  

Os anticorpos utilizados nas reações de imunohistoquímica 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 

recuperação antigênica foi realizada com solução de tampão 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 pressão (Pascal). Os cortes 

foram incubados com o anticorpo primário durante a noite a 4ºC. A reação foi 

revelada com um Kit de biotina-estreptoavidina-peroxidase, de acordo com as 

instruções do fabricante. A 3,3 diaminobenzidina (Sigma Chemical, St. Louis, 

MO) foi utilizada como cromogênio. Os cortes foram contra-coradas com 

hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha HE). Para controles 

negativos, o anticorpo primário foi substituído por PBS. 

 

3.8.1- Quantificação para células inflamatórias e apoptose celular 
 

Para quantificar as células imunomarcadas foi utilizado o método 

estereológico de contagem de pontos, de acordo com Gundersen et al., 1988 

(84), com modificações, utilizando um sistema de análise de imagem (Image-Pro 

Plus 6.0). Em resumo, o sistema de análise de imagem consiste de uma câmera 

fotográfica Olympus (Olympus Co, St Laurent, Quebec, Canada), acoplada a um 

microscópio Olympus (Olympus BX51), a partir dos quais as imagens foram 

enviadas para um monitor LG, através de um sistema de digitalização (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 construído um retículo com 100 pontos, distribuídos 

ortogonalmente sobre a imagem adquirida. Dois observadores, sem o 

conhecimento prévio dos casos, avaliaram 10 campos do tecido sinovial, num 

aumento de 1000x. A expressão de CD3, CD4, CD8, CD20, FoxP3, caspase 3 e 

IL-10 foi determinada de acordo com o número de células positivas, coincidentes 

com os pontos do retículo em cada campo, sendo expressas como uma 

porcentagem de células positivas em relação ao número total de células. 

 

 

3.9- Colocalização do colágeno V e marcadores celulares por 
imunofluorescência  

 

Para identificar a expressão de colágeno tipo V, CD3, FoxP3, caspase 3 

e IL-10, os cortes de tecido sinovial de 4 µm foram desparafinizadas e as lâminas 

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 reidratação dos cortes foi 

realizada por sucessivas lavagens em álcool etílico em concentrações 

decrescentes (100%-70%), seguido de lavagem em água corrente, por 10 

minutos, um banho em água destilada e 15 minutos em PBS, pH 7,5. Para a 

recuperação dos sítios antigênicos, os cortes foram imersos em tampão 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 pressão (Pascal). Ao 

término desta incubação, os cortes foram lavados com PBS, por três vezes de 

10 minutos. O bloqueio de sítios inespecíficos foi realizado com um ciclo de 4 

lavagens de 5 min com água oxigenada 0,3%, seguido de água corrente, água 

destilada e, por último, as lâminas foram colocadas em tampão PBS com 

Tween20, por 5 minutos à temperatura ambiente, em câmara úmida. 

Posteriormente, as lâminas foram incubadas, por uma noite a 4°C, com 

anticorpos policlonais de coelho anticolágeno 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) diluídos em PBS. Após este período, os cortes 

foram submetidos a um ciclo de lavagens com PBS com Tween20 0,05%, por três 



24 
 
 
 

vezes de 10 minutos, e incubados por 60 minutos, a temperatura ambiente, com 

os anticorpos conjugados anti-IgG de coelho/camundongo Alexa Fluor 488 

(verde) e 546 (vermelho) (Invitrogen, Life Technology), diluídos 1:200 em PBS. 

A marcação dos núcleos das células foi realizada pela incubação com DAPI 

(Abcam, Cambridge, UK) por 5 minutos. Os cortes foram novamente lavados 

com PBS com Tween20 0,05%, montadas com solução de glicerina tamponada 

e analisados em microscópio de fluorescência (Olympus BX-51, Olympus Co, 

Tokyo, Japan). 

 

3.10- Avaliação do colágeno no tecido sinovial 
 

3.10.1- Imunofluorescência para colágeno dos tipos I, III e V 
 

Para a imunofluorescência do colágeno dos tipos I, III e V, os cortes de 

4µm de espessura do tecido sinovial dos animais foram aderidos em lâminas, 

previamente tratadas com 3-aminopropiltriethoxy Silano (Sigma Chemical Co., 

St. Louis, MO, USA). A reação foi iniciada pela desparafinização dos cortes, 

através da imersão das lâminas em xilol aquecido, a 60ºC, por 30 minutos, e dois 

banhos de 10 minutos em xilol em temperatura ambiente. A reidratação dos 

cortes foi realizada por sucessivas lavagens em álcool etílico em concentrações 

decrescentes (100%-70%), seguido de lavagem em água corrente, por 10 

minutos e 15 minutos em PBS, pH 7,5. Para a imunomarcação do colágeno do 

tipo I, a exposição e recuperação de sítios antigênicos foi realizada pela imersão 

dos cortes em tampão citrato, pH 6 (Diagnostic BioSystems, Pleasanton, CA, 

USA), por 10 min a 95ºC na panela a vapor. Para a imunomarcação do colágeno 

dos tipos III e V, a exposição e recuperação de sítios antigênicos foi realizada 

por digestão dos cortes de tecido sinovial com pepsina bovina (Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO, USA; 250 unidades/mg), na concentração de 8mg/500µl em 

ácido acético 0,5 N, por 30 minutos, a 37ºC. Ao término desta incubação, os 

cortes foram submetidos a um ciclo de lavagens com PBS, por três vezes de 10 

minutos, e os sítios inespecíficos bloqueados com albumina bovina sérica (BSA) 

a 5% em PBS, durante 30 minutos, em temperatura ambiente. As lâminas foram 

incubadas durante uma noite com os anticorpos policlonais de coelho 
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anticolágeno do tipo I (1:100; Rockland), anticolágeno do tipo III (1:100; 

Rockland) e anticolágeno do tipo V (1:600) (78), diluídos em solução de PBS. 

Após este período, os cortes foram lavados em PBS com Tween20 0,05% e 

incubados por 1 hora com anticorpos de cabra anti-IgG de coelho ALEXA 488 

(Invitrogen, Life Technologies) diluídos 1:200 em Azul de Evans 0,006%. Por fim, 

as lâminas foram novamente lavadas, por cinco vezes com PBS com Tween20 

0,05%, montadas com solução de glicerina tamponada e analisadas em 

microscópio de fluorescência (Olympus BX-51, Olympus Co, Tokyo, Japan). 

 

3.10.2- Quantificação do colágeno dos tipos I, III e V por histomorfometria 
 

As lâminas imunomarcadas com colágeno dos tipos I, III e V foram 

analisadas em microscópio de fluorescência (Olympus BX-51, Olympus Co, 

Tokyo, Japan) e quantificadas por um sistema de análise de imagem. O sistema 

que foi utilizado consiste de uma câmera CCD Sony, acoplada a um microscópio 

Olympus, a partir do qual as imagens são 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 às 

cegas, sendo selecionados 10 campos, num aumento de 400x, para as 

seguintes regiões: sinovial e subsinovial. A área total do tecido analisado em 

cada campo foi medida pelo software Image-Pro Plus 6.0. O colágeno presente 

nos campos adquiridos foi avaliado através da seleção da tonalidade verde 

fluorescente, correspondente a cada colágeno marcado. A área imunomarcada 

foi dividida pela área total de tecido analisado e o resultado final expresso em 

porcentagem. 

 

3.11- Perfil de anticorpos anticolágeno no soro 
  

O sangue coletado por punção da veia caudal dos animais foi colocado 

imediatamente no gelo. Após um período de cerca de 30 minutos a 4ºC, o sangue 

foi centrifugado a 1.500 rpm, por 10 minutos a 4ºC, e o soro aliquotado foi 

mantido a -80ºC até o momento da dosagem dos anticorpos anticolágeno II e 

V. Foram realizadas coletas do sangue dos animais antes e 30 dias após da 
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indução da artrite. 

 

3.11.1- ELISA para anticolágeno II e V  
 

Placas de microtitulação foram sensibilizadas com 50µl de colágeno dos 

tipos II e V (Sigma, Chemical Co; St. Louis, Missouri, USA) numa concentração 

de 5µg/poço em tampão 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 diluídas 

1:50 em BSA 1% em PBS com Tween20 0,05% (Sigma, Chemical Co.; St. Louis, 

Missouri, USA); duplicatas de 50µl foram adicionadas às placas de microtitulação 

e incubadas por 1 hora em temperatura ambiente. As placas foram lavadas com 

PBS com Tween20 0,05% e incubadas com 50µl do anticorpo secundário (IgG de 

cabra anti-IgG de rato, conjugada com fosfatase alcalina; Sigma, Chemical Co.; 

St. Louis, Missouri, USA), numa diluição de 1:1000 em solução de BSA 1% em 

PBS com Tween20 0,05%. A reação foi revelada pela adição de 50µl/poço de 

1mg/ml de p-nitrofenil fosfato (pNPP), diluído em tampão de 1M de 

dietanolemina, 0,5 mM de MgCl2, pH 9,8. A densidade ótica 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 padrão multiplicado por três. 

 

3.12- Análise estatística 
 

Os dados obtidos foram analisados mediante testes estatísticos para 

comparação, baseado nos tipos de distribuição das variáveis. As distribuições 

foram consideradas paramétricas ou não paramétricas segundo sua distribuição 

utilizando o programa estatístico GraphPad Prism versão 8.0.2 (GraphPad 

Software, Inc., CA, USA). 

Os valores obtidos pelos estudos de cada variável contínua foram 

organizados e descritos pela média e desvio padrão. Para a comparação entre 

as médias dos grupos amostrais foi utilizado o ANOVA de uma e duas vias e Sidak 

como pós-teste. Para ser considerada diferença entre médias e frequências ou a 
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presença de correlação entre variáveis, foi utilizado o valor de significância 

estatística menor a 5 % (p<0,05). 
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4- RESULTADOS  
 

Para que pudéssemos avaliar se a administração oral do colágeno do 

tipo V pode ser utilizada como imunoterapia, para a inibição da resposta 

inflamatória celular e do remodelamento da matriz fibrilar sinovial, após a 

instalação da sinovite em ratos, foram avaliados: o diâmetro articular, assim 

como os aspectos morfológicos e tomográficos, escore histopatológico, 

expressão de células inflamatórias, citocina, colágeno dos tipos I, III e V no 

tecido, e pesquisa de anticorpos anticolágeno II e V no soro. 

 

4.1- Análise da variação do diâmetro articular 

Na Figura 6 identificamos aumento no diâmetro articular nos grupos AI e 

AI-Col V após 7 (AI: 3,513±1,404 vs 0,125±0,354, p=0,0004; AI-Col V: 

2,920±1,102 vs 0,100±0,316, p<0,0001) e 14 dias (AI: 3,400±1,926 vs 

0,125±0,354; p=0,0070; AI-Col V: 2,670±1,494 vs 0,100±0,316; p=0,0023) da 

indução da artrite, quando comparamos com o período inicial da indução (basal). 

Adicionalmente, observamos diminuição do diâmetro articular, tanto no grupo AI 

(3,513±1,404; vs 1,038±0,885; p=0,0075), como no grupo AI-Col V (2,920±1,102 

vs 0,680±0,835; p=0,0040) entre os tempos 7 e 30 dias da indução da artrite.     
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Figura 6 - Representação gráfica da variação do diâmetro articular (DA), em milímetros (mm), 
dos grupos AI e AI-Col V. Notar nos grupos AI e AI-Col V, aumento do DA em 7 e 14 dias, e 
diminuição em 30 dias. Basal: medida no tempo inicial do experimento.  GraphPad Prism versão 
8; ANOVA two-way e Sidak como pós-teste. 

 

 

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

  Na Figura 7, Painéis A e B, demonstramos a captação do [18F]FDG por 

PET/CT, que identificou o metabolismo da glicose celular durante a progressão 

da artrite. A captura do [18F]FDG, antes da indução de artrite (basal), em ambos 

os grupos (AI e AI-Col V), foi detectada com baixa captação, mostrando que os 

animais apresentaram incorporação dentro do padrão basal do fármaco. 

Entretanto, após 14 dias de indução da artrite nos animais do grupo AI, 

observamos aumento significativo da captação de [18F]FDG no joelho direito em 

relação ao joelho esquerdo dos animais deste grupo (0,779±0,160 vs 0,508± 

0,154; p=0,0067). Também observamos no grupo AI-Col V aos 14 dias, 

previamente à administração oral de colágeno tipo V, aumento significativo da 

captação de [18F]FDG no joelho direito em relação ao joelho esquerdo 

(0,848±0,247 vs 0,617±0,165; p=0,0060). No que se refere à captação do 

[18F]FDG no joelho direito após 30 dias, não houve diferença significativa entre 
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os grupos.  

  Além das análises entre os grupos, investigamos a variação temporal em 

cada grupo. Em relação ao grupo AI (joelho direito), houve diferença entre os 

tempos basal e 14 dias (0,512±0,064 vs 0,779±0,160; p=0,0045). Porém, não 

houve diferença significativa entre os tempos basal e 30 dias, e entre os tempos 

14 dias e 30 dias. Já com relação ao grupo AI-Col V (joelho direito), também 

encontramos diferença estatística 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, não houve diferença entre os 

tempos 14 e 30 dias. 
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Figura 7 - PET/CT para captação do [18F]FDG nas articulações dos joelhos dos grupos AI e AI-
Col V. No Painel A, observar as imagens da captação do [18F] FDG nos joelhos direito (D) e 
esquerdo (E) dos animais dos grupos AI e AI-Col V nos planos sagital (seta) e coronal (cabeça 
de seta) no período basal (inicial), 14 e 30 dias após a indução da artrite. Notar no 14º dia o 
aumento da intensidade de captação do [18F] FDG no joelho direito (D) em ambos os grupos e 
no joelho esquerdo (E) em relação ao basal. O Painel B mostra a representação gráfica da 
medida da captação do [18F] FDG, indicativo do metabolismo da glicose. GraphPad Prism versão 
8; ANOVA two-way e Sidak, como pós-teste. (D: joelho direito; E: joelho esquerdo). 

 

 

4.3- Análise morfológica do tecido sinovial e escore histopatológico  
 

A Figura 8, Painel A, mostra o tecido sinovial dos animais dos grupos 

artrite (AI), artrite e tratados com colágeno V (AI-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 sinoviócitos, que repousam sobre uma tela de tecido conjuntivo, 

composto de tecido adiposo-muscular e vasos. Quando comparamos com o 

tecido sinovial do joelho esquerdo do mesmo grupo, também nos deparamos 

com uma histoarquitetura uniforme com padrão similar ao joelho direito. Como 

este grupo não apresentou nenhum tipo de alteração, não realizamos as demais 

análises, e por esta razão utilizamos apenas os joelhos esquerdos contralaterais 

como controle. Por outro lado, no joelho direito dos animais do grupo AI, 

identificamos um intenso infiltrado de células inflamatórias distribuídas por todo 

tecido conjuntivo subsinovial, sendo mais proeminente ao redor da parede dos 

vasos. Neste grupo de animais também observamos depósito de colágeno, entre 

as células inflamatórias, assim como na parede de vasos sanguíneos, o que não 

observamos no joelho contralateral esquerdo, sem a indução da artrite. Ainda, 

na Figura 8, Painel A no grupo AI-Col V, observamos diminuição do infiltrado 

inflamatório em algumas regiões e remodelamento do tecido conjuntivo sinovial, 

caracterizado por depósito de colágeno, quando comparamos com o joelho 

contralateral esquerdo do mesmo grupo. No Painel B, encontra-se a 

representação gráfica do escore de Krenn, que avalia o grau de sinovite nas 

sinóvias dos grupos AI e AI-Col V. Notar aumento significativo na pontuação 

entre os joelhos direito e esquerdo do grupo AI (6,083±1,929 vs 0,444±0,727; 

p<0,0001), e uma diferença significativa entre os joelhos direito e esquerdo do 

grupo AI-Col V (5,400±2,947 vs 0,667±0,866; p<0,0001). No entanto, não 
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encontramos uma diferença significativa entre os grupos AI e AI-Col V. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Cortes transversais do tecido sinovial das articulações dos joelhos dos grupos AI e 
AI-Col V e grau de sinovite pelo escore de Krenn. O Painel A mostra o tecido sinovial dos animais 
dos grupos artrite (AI), artrite e tratados com colágeno V (AI-Col V) e controle (CT-Col V) corados 
pela H&E. A sinóvia do grupo CT-Col V apresenta a monocamada de sinoviócitos e a 
histoarquitetura (cabeça de seta) de aspecto normal, com tecido conjuntivo, células adiposas (*) 
e vasos obedecendo a um padrão normal, similar à morfologia do tecido sinovial do joelho 
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esquerdo. Notar no grupo AI intenso infiltrado de células inflamatórias, espessamento da parede 
vascular (setas) e depósito de colágeno (#), quando comparamos ao joelho esquerdo. No grupo 
AI-Col V notar diminuição do infiltrado inflamatório em algumas regiões (seta) e aumento do 
depósito de fibras colágenas (#) no tecido subsinovial, quando relacionamos com a 
histoarquitetura do joelho esquerdo. O Painel B mostra a representação gráfica do escore 
histopatológico de Krenn, para avaliação do grau de sinovite nos grupos AI e AI-Col V. GraphPad 
Prism versão 8; ANOVA one-way e Sidak como pós-teste. (D: joelho direito; E: joelho esquerdo). 

 

4.4- Análise do infiltrado inflamatório e apoptose celular 
 

 A quantificação de CD3+ no tecido sinovial do joelho direito do grupo AI 

(Figura 9, Painéis A e B), mostrou um aumento significativo de linfócitos T totais, 

após 30 dias de indução da artrite, quando comparamos com o joelho esquerdo 

deste grupo (57,540±15,960 vs 2,704±3,726; p<0,0001). Ainda, a 

imunomarcação para CD3+ no tecido sinovial do joelho direito do grupo AI-Col 

V também mostrou aumento significativo de linfócitos T totais, quando 

comparado ao joelho esquerdo deste grupo (53,600±13,030 vs 3,655±2,340; 

p<0,0001). No entanto, não encontramos diferença estatística entre os grupos 

AI e AI-Col V (Figura 9, Painéis A e B).   

 Os resultados da quantificação de linfócitos T CD4+ no tecido sinovial no 

joelho direito do grupo AI (Figura 10, Painéis A e B), mostram um aumento 

significativo da expressão deste marcador celular no tecido aos 30 dias de 

indução da artrite, quando comparamos com o joelho esquerdo (37,570±16,810 

vs 4,848±3,826; p<0,0001). No grupo AI-Col V, também encontramos aumento 

significativo de linfócitos T CD4+ no tecido sinovial do joelho direito em relação 

ao esquerdo (32,12±7,722 vs 3,328±3,002; p<0,0001). Por outro lado, não houve 

diferença estatística entre os grupos AI e AI-Col V (Figura 10, Painéis A e B).  

 Na Figura 11, Painéis A e B, encontramos a quantificação de linfócitos T 

CD8+ no tecido sinovial. É possível notar no joelho direito do grupo AI um 

aumento significativo da expressão 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 linfócitos T CD8+ no tecido sinovial do 

joelho direito do grupo AI-Col V em relação ao esquerdo (47,250±9,629 vs 

3,293±3,089; p<0,0001). No entanto, não houve diferença estatística entre os 

grupos AI e AI-Col V. 

 Na Figura 12, Painéis A e B, estão os resultados da quantificação de 
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linfócitos B CD20+ no tecido sinovial. Observar que a expressão deste marcador 

no joelho direito do grupo AI teve um aumento significativo, quando comparado 

com o joelho esquerdo (35,060±11,230 vs 2,744±1,632; p<0,0001). Há também, 

um aumento significativo entre os joelhos direito e esquerdo do grupo AI-Col V 

(39,260±9,730 vs 5,580±2,775; p<0,0001). Porém, não houve diferença 

estatística entre os grupos AI e AI-Col V. 

 Na Figura 13, Paineis A e B, estão os resultados da quantificação de 

macrófagos CD68+ na sinóvia. Notar que a expressão deste marcador no joelho 

direito do grupo AI teve um aumento significativo, quando comparado com o 

joelho esquerdo (11,800± 6,041 vs 1,100±2,200; p=0,0032). Há também, um 

aumento significativo na expressão de CD68+ na sinóvia do joelho direito dos 

animais do grupo AI-Col V, em relação ao esquerdo (7,965±4,651 vs 

0,703±1,092; p=0,0161). Porém, não houve diferença estatística entre os grupos 

AI e AI-Col V. 

 Por outro lado, na Figura 14, Painéis A e B, identificamos um aumento 

significativo da expressão do Fator de Transcrição FoxP3+ no tecido subsinovial 

e perivascular do joelho direito do grupo do AI-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 sanguíneos subsinoviais do joelho direito do grupo AI-Col 

V, quando comparamos com o grupo AI (23,320±6,490 vs 11,850±5,415; 

p=0,0001).  

 Na Figura 15 Painéis, A e B, estão os resultados da expressão 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 AI-Col V, em relação ao grupo AI (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 AI-Col V, em relação ao 

esquerdo (28,410±11,710 vs 0,323±0,792; p<0,0001). 

 Os resultados da quantificação 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 AI-Col V, em relação ao joelho direito 

do grupo AI (57,930±7,696 vs 41,240±17,200; p=0,0027). Além disso, também 
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observamos aumento da expressão de IL-10 na sinóvia do joelho direito do grupo 

AI, em relação 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 AI-Col 

V (57,930±7,696 vs 2,115±2,701; p<0,0001).  

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Imunomarcação para linfócitos T totais (CD3+) no tecido sinovial das articulações dos 
joelhos dos grupos AI e AI-Col V. No Painel A observamos o tecido sinovial dos grupos AI e AI-
Col V imunomarcados para linfócitos T CD3. Notar nos joelhos direitos dos grupos AI e AI-Col 
V, aumento significativo de células CD3+ no tecido sinovial aos 30 dias de indução da artrite 
(setas), quando comparado ao joelho contralateral. O Painel B mostra a representação gráfica 
da quantificação da expressão de CD3 no tecido sinovial, identificando a diferença estatística 
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entre os joelhos direito e esquerdo dos grupos AI (****p<0,0001) e AI-Col V (****p<0,0001). 
GraphPad Prism versão 8; Anova one way e Sidak como pós-teste. (D: joelho direito; E: joelho 
esquerdo). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 - Imunomarcação para linfócitos T CD4+ no tecido sinovial das articulações dos joelhos 
dos grupos AI e AI-Col V. No Painel A observamos o tecido sinovial dos grupos AI e AI-Col V 
imunomarcados para linfócitos T CD4+. Notar no joelho direito dos grupos AI e AI-Col V aumento 
significativo de células CD4+ no tecido aos 30 dias de indução da artrite (setas), quando 
comparados ao joelho esquerdo dos respectivos grupos. O Painel B mostra a representação 
gráfica da quantificação da expressão de CD4+ no tecido, identificando a diferença estatística 
entre os joelhos direito e esquerdo dos grupos AI (****p<0,0001) e AI-Col V (****p<0,0001). 
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GraphPad Prism versão 8; Anova one way e Sidak como pós-teste. (D: joelho direito; E: joelho 
esquerdo). 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Imunomarcação para linfócitos T CD8+ no tecido sinovial das articulações dos joelhos 
dos grupos AI e AI-Col V. No Painel A observamos o tecido sinovial dos grupos AI e AI-Col V 
imunomarcados para linfócitos T CD8. É possível observar no joelho direito dos grupos AI e AI-
Col V aumento na expressão de células CD8+ no tecido sinovial aos 30 dias de indução da artrite 
(setas), quando comparado ao contralateral dos respectivos grupos. O Painel B mostra a 
representação gráfica da quantificação da expressão de CD8+ no tecido sinovial, identificando a 
diferença estatística entre os joelhos direito e esquerdo dos grupos AI (****p<0,0001) e AI-Col V 
(****p<0,0001). GraphPad Prism versão 8; Anova one way e Sidak como pós-teste. (D: joelho 
direito; E: joelho esquerdo). 
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Figura 12 - Imunomarcação para linfócitos B CD20+ no tecido sinovial das articulações dos 
joelhos dos grupos AI e AI-Col V. No Painel A observamos o tecido sinovial dos grupos AI e AI-
Col V imunomarcados para linfócitos T CD20. É possível observar no tecido sinovial dos joelhos 
direitos dos grupos AI e AI-Col V aumento na expressão de células CD20+ após a indução da 
artrite (setas), quando comparado aos contralaterais esquerdos. O Painel B mostra a 
representação gráfica da quantificação da expressão de CD20+ no tecido sinovial, identificando 
a diferença estatística encontrada entre os joelhos direito e esquerdo dos grupos AI 
(***p<0,0001) e AI-Col V (***p<0,0001). GraphPad Prism versão 8; Anova one way e Sidak como 
pós-teste. (D: joelho direito; E: joelho esquerdo). 

 
 



40 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Imunomarcação para macrófagos CD68+ no tecido sinovial das articulações dos 
joelhos dos grupos AI e AI-Col V. No Painel A observamos o tecido sinovial dos grupos AI e AI-
Col V imunomarcados para macrófagos CD68+. É possível observar no tecido sinovial dos 
joelhos direitos dos grupos AI e AI-Col V aumento na expressão dessas células após a indução 
da artrite (setas), quando comparados aos contralaterais esquerdos. O Painel B mostra a 
representação gráfica da quantificação da expressão de CD68+, identificando a diferença 
estatística encontrada entre os joelhos direitos e esquerdos dos grupos AI (**p=0,0032) e AI-Col 
V (*p=0,0161). GraphPad Prism versão 8; Anova one way e Sidak como pós-teste. (D: joelho 
direito; E: joelho esquerdo). 
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Figura 14 - Imunomarcação para FoxP3+ no tecido sinovial das articulações dos joelhos dos 
grupos AI e AI-Col V. No Painel A observamos um aumento na expressão de FoxP3 no tecido 
subsinovial e perivascular no joelho direito do grupo AI-Col V (setas), quando comparado ao 
grupo AI (setas). O Painel B mostra a representação gráfica da quantificação da expressão de 
FoxP3 no tecido sinovial, identificando a diferença estatística entre os joelhos direitos dos grupos 
AI-Col V e AI (***p=0,0001). GraphPad Prism versão 8; Anova one way e Sidak como pós-teste. 
(D: joelho direito; E: joelho esquerdo). 
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Figura 15 - Imunomarcação para caspase 3 no tecido sinovial das articulações dos joelhos dos 
grupos AI e AI-Col V. No Painel A observamos um aumento na expressão de caspase 3 no 
tecido sinovial no joelho direito do grupo AI-Col V (setas), quando comparado ao grupo AI 
(setas). O Painel B mostra a representação gráfica da quantificação da expressão de caspase 
3 na sinóvia, identificando a diferença estatística entre os joelhos direitos dos grupos AI-Col V e 
AI (**p=0,0024). GraphPad Prism versão 8; Anova one way e Sidak como pós-teste. (D: joelho 
direito; E: joelho esquerdo). 
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Figura 16 - Imunomarcação para IL-10+ no tecido sinovial das articulações dos joelhos dos 
grupos AI e AI-Col V. Notar no Painel A, intensa imunomarcação de IL-10 no citoplasma de 
células (setas), presentes no tecido subsinovial e perivascular do joelho direito do grupo AI-Col 
V, em relação ao joelho direito do grupo AI (setas). O Painel B mostra a representação gráfica 
da quantificação da expressão de IL-10 no tecido sinovial, identificando a diferença estatística 
entre os joelhos direitos dos grupos AI-Col V e AI (**p=0,0027). GraphPad Prism versão 8; Anova 
one way e Sidak como pós-teste. (D: joelho direito; E: joelho esquerdo). 
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4.5- Alterações da matriz fibrilar no tecido sinovial  
  

Na Figura 17 (Painel A) identificamos um aumento significativo da 

birrefringência em verde, caracterizada por uma distribuição irregular na tela 

sinovial e na parede dos vasos, resultante da imunomarcação para colágeno do 

tipo I no joelho direito do grupo AI-Col V, quando comparamos com o grupo AI 

(16,180±3,786 vs 11,150±3,220; p=0,0328) (Figura 17, Painéis A e B). Também 

encontramos aumento significante de colágeno tipo I no tecido sinovial do joelho 

direito, em relação ao contralateral esquerdo do grupo AI-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 padrão normal de expressão do colágeno 

do tipo I no tecido conjuntivo adjacente aos adipócitos e vasos sanguíneos.  

Por outro lado, não encontramos diferença significativa referente a 

imunomarcação para colágeno do tipo III no tecido sinovial entre os grupos 

estudados (Figura 18, Painéis A e B). A imunomarcação para colágeno tipo III 

mostrou um padrão homogêneo e regular, envolvendo os adipócitos 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 expressão de colágeno do tipo V no tecido subsinovial do joelho direito do 

grupo AI, quando comparado ao joelho direito do grupo AI-Col V (12,160±5,851 

vs 2,762±1,203; p<0,0001), caracterizado por um padrão difuso e singular, 

formando uma tela de fibras finas envolvendo as células do infiltrado inflamatório. 

Ainda, identificamos um aumento da birrefringência verde no tecido subsinovial 

do joelho direito do grupo AI, quando comparado ao joelho esquerdo 

contralateral (12,160±5,851 vs 4,628±1,511; p<0,0001). A expressão do 

colágeno V (birrefringência em verde) no joelho esquerdo dos grupos AI e AI-

Col V, apresentou-se distribuída na parede dos vasos e capilares, assim como 

na tela sinovial. 
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Figura 17 - Imunofluorescência para colágeno do tipo I no tecido subsinovial dos grupos AI e AI-
Col V. No Painel A observamos intenso aumento da birrefringência verde para o colágeno do 
tipo I, com distribuição irregular na tela sinovial (setas) e na parede dos vasos no joelho direito 
do grupo AI-Col V.  O tecido sinovial do joelho direito do grupo AI mostra birrefringência verde 
para colágeno tipo I heterogênea, com predomínio em vasos e capilares (setas). Notar no Painel 
B, a representação gráfica da quantificação da expressão de colágeno do tipo I no tecido sinovial 
e a diferença significativa entre os joelhos dos grupos AI e AI-Col V (*p=0,0328, *p=0,0452). 
GraphPad Prism versão 8; Anova one way e Sidak como pós-teste. (D: joelho direito; E: joelho 
esquerdo). 
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Figura 18 - Imunofluorescência para colágeno do tipo III no tecido subsinovial dos grupos AI e 
AI-Col V. No Painel A, não identificamos diferença significativa da expressão do colágeno do 
tipo III (setas) no tecido sinovial entre os grupos. No Painel B, observamos a representação 
gráfica do conteúdo de colágeno do tipo III entre os grupos AI e AI-Col V. GraphPad Prism versão 
8; Anova one way e Sidak como pós-teste. (D: joelho direito; E: joelho esquerdo). 
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Figura 19 - Imunofluorescência para colágeno do tipo V no tecido subsinovial dos grupos AI e 
AI-Col V. Os Painéis A e B, mostram um intenso aumento da expressão de colágeno do tipo V 
(setas) no joelho direito do grupo AI-Col V, em relação ao grupo AI. Notar no Painel B, a 
representação gráfica da quantificação da expressão de colágeno do tipo V no tecido sinovial e 
a diferença estatística entre os joelhos direitos dos grupos AI-Col V e AI (****p<0,0001). 
GraphPad Prism versão 8; Anova one way e Sidak como pós-teste. 
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4.6- Análise da colocalização do colágeno V e marcadores celulares 
no tecido sinovial  
 

Para analisar o perfil de células induzidas após a imunoterapia oral com 

colágeno V e estudar os possíveis mecanimos envolvidos nesta imunoterapia, 

realizamos duplas marcações por imunofluorescência.  

 Na Figura 20 (Painéis A-H) encontra-se a imunomarcação para colágeno 

V (birrefringência em verde) e para a IL-10+ (birrefringência em vermelho) e o 

núcleo corado em azul. Nos Painéis A-D podemos observar no grupo AI intensa 

fluorescência para o colágeno V e marcação para IL-10+, porém há baixa 

colocalização (merge) destes marcadores. No grupo AI-Col V também há tênue 

colocalização, uma vez que há fraca fluorescência para colágeno V e intensa 

marcação de IL-10+ (Figura 25, Painéis E-H).  

 Na Figura 21 (Painéis A-H), imunomarcação para FoxP3+ 

(birrefringência em verde), IL-10+ (birrefringência em vermelho) e núcleo em 

azul. No grupo AI (Painéis A-D), notar colocalização (merge) apenas em 

algumas regiões do tecido sinovial quando comparado ao grupo AI-Col V, que 

expressa intensa colocalização.   

 Na Figura 22 (Painéis A-H) podemos observar no tecido sinovial a 

imunomarcação para linfócitos T CD3+ (birrefringência em verde) e caspase 3 

(birrefringência em vermelho) e núcleo corado em azul. Nos Painéis A-D 

podemos observar a colocalização destes marcadores em algumas regiões do 

tecido subsinovial. Já no grupo AI-Col V (joelho direito), nos Painéis E-H 

notamos um importante aumento na colocalização (merge) de CD3+ e caspase 

3+, quando comparado ao grupo AI. 
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Figura 20 - Imunofluorescência para colágeno V (birrefringência em verde) e IL-10 
(birrefringência em vermelho) e colocalização (merge) destes marcadores no tecido sinovial dos 
grupos AI (joelho direito) e AI-Col V (joelho direito). O núcleo está corado em azul pelo DAPI. 
Notar no grupo AI maior intensidade de colágeno V e menos IL-10 (setas), já no grupo AI-Col 
V, há mais IL-10 e menos colágeno V (setas).  
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Figura 21 - Imunofluorescência para FoxP3 (birrefringência em verde) e IL-10 (birrefringência 
em vermelho) e colocalização (merge) destes marcadores no tecido sinovial dos grupos AI 
(joelho direito) e AI-Col V (joelho direito). O núcleo está corado em azul pelo DAPI. Notar 
colocalização de ambos marcadores (setas), com maior intensidade no grupo AI-Col V (merge) 
em relação ao AI.  
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Figura 22 - Imunofluorescência para CD3 (birrefringência em verde) e caspase 3 (birrefringência 
em vermelho) e colocalização (merge) destes marcadores no tecido sinovial dos grupos AI 
(joelho direito) e AI-Col V (joelho direito). O núcleo está corado em azul pelo DAPI. Notar 
colocalização de ambos marcadores (setas), com maior intensidade no grupo AI-Col V (merge) 
em relação ao AI.    
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4.7- Análise da pesquisa de anticorpos anticolágeno do tipo V no 
soro  

 

O ELISA foi realizado com os soros dos animais dos grupos AI e AI-Col V 

para se verificar a frequência de autoanticorpos anticolágeno dos tipos II e V 

circulantes. Os soros controle foram provenientes dos ratos, antes que 

recebessem a injeção intra-articular de mBSA. Anticorpos anticolágeno II 

estavam presentes no soro de 50% dos animais do grupo AI e em 46,6% dos 

animais do grupo AI-Col V (Figura 23, Painel A). Ainda, anticorpos anticolágeno 

V estavam presentes no soro de 50% dos animais do grupo AI e em 58,3% dos 

animais do grupo AI-Col V (Figura 23, Painel B). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 - Pesquisa de anticorpos anticolágeno tipo II (A) e V (B) no soro dos animais dos 
grupos AI e AI-Col V. GraphPad Prism versão 8; Teste t. 
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5- DISCUSSÃO 
 

A inflamação no tecido sinovial é um evento comum em várias patologias 

inflamatórias ou degenerativas, que afetam as articulações sinoviais. Até o 

momento, o tratamento e o controle da dor e degeneração articular são uma 

problemática, devido à administração a longo prazo de fármacos ou biológicos, 

que podem desencadear uma série de efeitos adversos. Considerando estes 

aspectos, estratégias terapêuticas baseadas em imunoterapia têm sido uma 

alternativa promissora para promover o potencial tratamento.   

O colágeno tipo V tem sido considerado um autoantígeno em potencial, 

quando exposto ao sistema imunológico, em decorrência de processo 

inflamatório crônico (43,45,49,50). Acreditamos que durante a inflamação do 

tecido sinovial, o intenso processo inflamatório e remodelamento tecidual podem 

expor sítios imunogênicos do colágeno V, com consequente desencadeamento 

de autoimunidade para esta proteína. Baseado nesta hipótese, propusemos a 

utilização de imunoterapia oral com colágeno tipo V, para avaliar o potencial 

imunorregulatório e remodelamento do tecido sinovial num modelo de artrite em 

ratos, induzido pela injeção intra-articular de mBSA. Os nossos resultados 

mostraram que o grupo de animais com artrite induzida e submetidos a 

imunoterapia com colágeno tipo V tiveram aumento na expressão de células 

Treg FoxP3+/IL-10+ e de caspase 3+ no estroma sinovial, indicando um 

mecanismo imunorregulatório, através produção de IL-10, uma potente citocina 

anti-inflamatória além de apoptose de células inflamatórias. Aliado a estes 

resultados, os animais tratados apresentaram aceleração do reparo do tecidual 

sinovial, aumento na produção de colágeno do tipo I e diminuição do tipo V.  

Dentre os vários modelos experimentais de artrite encontrados na 

literatura (23,26,28,31), optamos pela utilização do modelo de artrite induzida por 

antígeno (mBSA), devido sua grande reprodutibilidade e semelhanças 

imunológicas, histopatológicas da doença humana e já estabelecido pelo nosso 

grupo (34).  

Os dados obtidos com o PET/CT, aliados à avaliação histológica do 30º 

dia de artrite, sugerem que a captação de [18F]FDG é um reflexo do intenso 

infiltrado de células inflamatórias distribuídas por todo estroma sinovial, 
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constituído principalmente por linfócitos T (CD4+ e CD8+) e linfócitos B (CD20+), 

além de uma menor porcentagem de macrófagos (CD68+), presentes no modelo 

de artrite induzido por mBSA (35). Embora, não tenha sido detectada diferença 

no escore histológico e porcentagem de células inflamatórias entre os grupos AI 

e AI-Col V, identificamos, na avaliação histológica, uma importante diferença na 

distribuição das células imunes. No grupo AI-Col V, estas células foram 

encontradas ao redor dos vasos e, ao contrário, no grupo AI estavam presentes 

de forma difusa no tecido sinovial. O padrão morfológico destas células 

encontrado no grupo AI-Col V, sugere que após a imunoterapia, possivelmente 

estamos ativando uma resposta imune. Corroborando com esta hipótese, 

observamos no infiltrado celular que circundam os vasos do estroma sinovial do 

grupo AI-Col V, maior porcentagem de células Treg FoxP3+/IL-10+, indicando 

um microambiente imunorregulatório, caracterizado por uma assinatura 

imunossupressora, através da produção da citocina anti-inflamatória IL-10.  

Notavelmente, o tecido sinovial do grupo AI-Col V, que foi caracterizado 

pelo aumento de células positivas para IL-10, apresenta menor quantidade de 

colágeno V e maior de colágeno I, indicando que o microambiente anti-

inflamatório favorece a aceleração do remodelamento tecidual. Por outro lado, 

no grupo AI, que apresenta grande quantidade de colágeno V envolvendo o 

infiltrado celular, apresenta menor quantidade de células FoxP3/IL-10+, 

indicando um ambiente pró-inflamatório, que resulta em maior dano tecidual e 

remodelamento tecidual exacerbado (67). Além disso, a administração oral de 

colágeno do tipo V no modelo de artrite não alterou a expressão de colágeno III 

entre os grupos AI-Col V e AI, corroborando com a hipótese que o tratamento 

interferiu na aceleração do reparo tecidual. 

A grande quantidade de colágeno tipo V na AI, concomitante ao processo 

inflamatório, é um aspecto a ser destacado, pois sugere que as células 

inflamatórias poderiam produzir citocinas e fatores de crescimento, como o TGF-

β que estimularia a síntese de colágeno V pelos fibroblastos sinoviais, na 

tentativa de reparar o dano tecidual. Outros estudos já demostraram que a 

expressão do colágeno V precede a expressão do colágeno dos tipos I e III, 

persistindo até a formação da cicatriz fibrótica em pacientes com esclerose 

sistêmica precoce (85). Ainda, recentemente foi mostrado que o aumento na 
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expressão de colágeno V prejudica a organização/formação das fibrilas de 

colágeno em queloides (86). Além disso, corroborando com a hipótese de que o 

aumento de colágeno V no processo inflamatório contribui para um 

remodelamento tecidual exacerbado, podemos citar estudos preliminares do 

nosso grupo, que demonstram em cultura de fibroblastos humanos normais, 

aumento da expressão de TGF-β e da expressão gênica das subunidades α1β1 

e α1β2 da integrina, após o estímulo com colágeno tipo V. Acreditamos que este 

colágeno possa ativar a via de sinalização colágeno-membrana celular e, 

consequentemente, ter um papel na ativação dos fibroblastos. (87) A sinalização 

célula-matriz ocorre através de duas cadeias, a α e a β das integrinas, que atuam 

na ligação de pelo menos dois sítios nos ligantes da matriz (88,89). A subunidade 

da integrina α2β1 está presente em células como fibroblastos e possui a 

capacidade de se ligar ao colágeno dos tipos I, III, IV, V, XI, XVI e XXIII e a 

proteoglicanos e promover migração celular e mudanças morfológicas nos 

tecidos.   

Outro aspecto relevante é o fato de termos encontrado marcação positiva 

para caspase 3, colocalizada com o infiltrado de linfócitos T (CD3+) no grupo AI-

Col V, indicando que a imunoterapia com colágeno V, provavelmente atua na 

indução de apoptose de células inflamatórias. Este resultado corrobora com 

estudos anteriores do nosso grupo, no qual o modelo experimental de artrite, 

tratado profilaticamente pela administração oral de colágeno V, apresentou 

aumento da caspase 9 no estroma sinovial (34,35). De fato, tanto a imunoterapia 

como a tolerância profilática com colágeno V, parecem desencadear a deleção 

clonal de células inflamatórias, que é um dos mecanismos de imunomodulação, 

característicos da tolerância periférica para antígenos específicos, administrados 

pela via da mucosa oral (63–68). 

Já está bem estabelecido que o microambiente das mucosas favorece o 

desenvolvimento da tolerância imunológica periférica, pela presença de células 

dendríticas tolerogênicas, que produzem altos níveis de IL-10 e TGF-β, enzimas 

envolvidas no metabolismo do ácido retinóico e transcrição do FoxP3, entre 

outros fatores (65). Além disso, embora não sejam mutuamente exclusivos, os 

mecanismos desencadeados pela tolerância oral são, em grande parte, 

determinados pelo regime de administração do antígeno, onde simples doses 
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altas de antígeno favorecem a deleção ou anergia clonal, enquanto múltiplas 

doses baixas de antígeno/autoantígeno estão ligadas com a supressão mediada 

por células Treg (68,73). Nas últimas décadas vários estudos têm mostrado que 

a administração oral/nasal de antígenos suprime vários modelos animais de 

doenças autoimunes, incluindo encefalomielite autoimune experimental, uveíte, 

tireoidite, miastenia, artrite e diabetes, e também condições inflamatórias não-

autoimunes, como asma, aterosclerose, rejeição de enxertos, alergias e 

derrames (45,51,52,54,56,57,90–92). 

Neste estudo, a presença de autoanticorpos anticolágeno V no modelo de 

artrite reforça a nossa hipótese de que inflamação sinovial expõem epítopos do 

colágeno V, que ativam a resposta imune humoral. Sabe-se que o colágeno V é 

uma proteína fibrilar, presente nos tecidos numa proporção de cerca de 2 a 5%, 

e que se copolimeriza com o colágeno dos tipos I e III para formar fibrilas 

heterotípicas (I/III/V). A porção tripla hélice helicoidal da molécula de colágeno V 

encontra-se introduzida no interior das fibrilas heterotípicas, sendo apenas o 

domínio globular amino terminal (-NH3) projetado para a superfície (42,43). Além 

disso, o colágeno do tipo V destaca-se por possuir propriedades imunogênicas, 

antigênicas e pelo potencial de tornar-se um autoantígeno quando exposto, pela 

ação de metaloproteases ou outros agentes indutores da lesão tecidual crônica 

(45,51,52). Pela sua localização no interior das fibrilas heterotípicas, o colágeno 

V foi considerado um antígeno oculto, responsável pela autoimunidade em 

patologias como a bronquiolite obliterante, decorrente de transplante de pulmão 

em modelo murino e em humanos, fibrose pulmonar idiopática, aterosclerose e 

em asma de hipersensibilidade; e, ao contrário, a indução de tolerância 

oral/nasal com o colágeno V preveniu o desencadeamento dos processos 

patológicos em modelos experimentais destas doenças (45,51,52,54,56,90–92). 

Mais recentemente, um estudo clínico fase 1 demonstrou que pacientes com 

fibrose pulmonar idiopática submetidos a imunoterapia oral com doses de 1,0 mg 

de colágeno V, diariamente por 30 dias, tiveram uma estabilização da função 

pulmonar (57). 

Baseados em dados da literatura, acreditamos que no modelo de artrite, 

a primeira injeção de emulsão de mBSA em adjuvante de Freund completo, que 

contém Mycobacterium tuberculosis inativado, estimula o sistema imunológico, 
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resultando em um influxo de macrófagos, linfócitos, bem como a formação de 

complexos imunes de mBSA/anti-mBSA, que aumentam com os reforços de 

mBSA subsequentes (93). Portanto, nesse microambiente inflamatório, os 

macrófagos ativados produzem uma variedade de substâncias lesivas ao 

estroma sinovial, como metabólitos tóxicos de oxigênio, proteases 

(metaloproteases) e óxido nítrico (94). Além disso, os complexos imunes 

mBSA/anti-mBSA ativam o sistema complemento, aumentando a inflamação e a 

lesão sinovial (93,95). Em consequência da inflamação e remodelamento do 

estroma sinovial, sítios imunogênicos do colágeno do tipo V podem ser expostos, 

desencadeando uma resposta imunológica para esta proteína. Nossos 

resultados prévios corroboram com esta hipótese, uma vez que também foram 

detectados autoanticorpos anticolágeno V nos animais com a indução de artrite 

pela injeção intra-articular de mBSA (34). Como mencionado anteriormente, a 

presença de anticorpos anticolágeno V detectados nos animais com artrite neste 

estudo são mais um indício de que o colágeno tipo V se torna um autoantígeno 

potencial. Ainda, encontramos positividade para anticorpos anticolágeno II, o que 

corrobora com a literatura, uma vez que já foi detectado em pacientes com artrite, 

relacionado com a destruição articular e produção de citocinas pró-inflamatórias 

na fase precoce da doença, podendo ser considerado um parâmetro de 

prevenção de danos articulares que podem ocorrer posteriormente (96–99). 

A partir da hipótese de que o colágeno tipo V se torna um autoantígeno 

na artrite induzida por mBSA, consideramos que a imunoterapia com esta 

proteína poderia desencadear um ambiente imunorregulatório no tecido sinovial, 

e indiretamente trazer benefício à inflamação articular. A administração de 

antígenos pela via oral para induzir células T reguladoras periféricas aproveita 

os mecanismos regulatórios que o trato gastrointestinal utiliza para promover a 

insensibilidade contra antígenos alimentares ou microrganismos comensais (71). 

De acordo com a literatura, consideramos que o colágeno tipo V, administrado 

pela via oral, passe pelo trato digestivo dos animais e porções desta proteína 

(peptídeos) sejam absorvidas na mucosa do intestino delgado por difusão 

paracelular ou endocitose através das células M (microfold) nas placas de Peyer, 

o qual provavelmente é capturado por células dendríticas (CD11cCD103+), que 

migram para os nódulos linfáticos, através de um mecanismo dependente de 
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receptores de quimiocina 7 (CCR7) (66–68,100). Nos nódulos linfáticos 

mesentéricos, as células dendríticas clássicas (CD103+ CD11b−) induzem a 

diferenciação de células T nativas, específicas para o colágeno V, em células 

Tregs, através de mecanismos dependentes de TGF-β e ácido retinóico (100). 

Ainda, as células dendríticas CD103+ expressam altos níveis da enzima 

indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), que está envolvida na indução do fator de 

transcrição FoxP3+ nas células Tregs. O ácido retinóico aumenta a expressão 

do receptor de quimiocina (CCR9) e integrina α4β7 nas células Tregs recém 

diferenciadas, os quais induzem o processo de migração destas células para a 

lâmina própria do intestino.  Na lâmina própria, as células dendríticas CX3CR1+, 

produzem grande quantidade de IL-10, importante para a expansão clonal de 

células Tregs (66–68). Estas células Tregs, desencadeadas pelo mecanismo de 

tolerância para colágeno V, provavelmente migram da lâmina própria do intestino 

para o local de lesão, o estroma sinovial, e liberam a citocina anti-inflamatória IL-

10. Acreditamos que este mecanismo possa ter sido desencadeado nos animais 

do modelo de artrite, submetidos a imunoterapia oral com colágeno tipo V, o qual 

induziu um perfil de células Tregs FoxP3+ / IL-10+ no estroma sinovial do grupo 

AI-Col V.  

Um fato que chama a atenção é a grande porcentagem de células que 

expressam IL-10, no grupo dos animais com artrite induzida e submetidos a 

imunoterapia oral com colágeno tipo V. Importante mencionar que, além das 

células Tregs, que expressam FoxP3+ e citocinas anti-inflamatórias, como IL-10, 

TGF-β, IL-35, a tolerância induzida oralmente pela administração de antígenos 

inclui outros tipos de células Treg FoxP3-, como as LAP+ Treg e Tr1. As LAP+ 

Treg expressam CD4 e LAP e secretam tanto TGF-β quanto IL-10. As células 

Tr1 expressam CD4, CD49b, LAG-3 e alta secreção de IL-10 (66,71,101). Além 

disso, atualmente, têm sido mostradas células induzidas por tolerância oral, com 

função regulatória, diferentes de linfócitos T CD4+. Neste sentido, têm sido 

caracterizados vários subtipos de células B regulatórias (Breg), e a maioria 

produz uma grande quantidade IL-10 (102,103). De fato, as funções 

imunossupressoras do subtipo de células Breg B10 foram intensamente 

caracterizadas em diferentes modelos de doenças, como inflamação alérgica, 

inflamação intestinal, encefalomielite autoimune experimental, artrite e lúpus 
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(103). Embora em nosso estudo, ainda não tenhamos caracterizado outros perfis 

de células que expressam IL-10, no grupo AI-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 serão caracterizadas em estudos futuros.    

Em suma, no nosso estudo mostramos que a imunoterapia oral com 

colágeno V no modelo de artrite induzida por mBSA, induziu um microambiente 

imunoregulatório no estroma sinovial, caracterizado pela presença de células 

Treg FoxP3+/IL-10+ e aumento de apoptose de células inflamatórias. Como 

consequência do microambiente anti-inflamatório, o estroma sinovial dos 

animais com AI, submetidos a imunoterapia com colágeno V, apresentou 

aceleração do reparo do tecidual sinovial, regulado pelo aumento no depósito de 

colágeno I e diminuição de colágeno do V. Ainda, destacamos a importância do 

monitoramento in vivo da captação de [18F]FDG pelo PET/CT, que reflete o 

metabolismo da glicose e, indiretamente, sinalizou o infiltrado celular na 

articulação nos animais dos nossos grupos de estudo. 

O conjunto dos nossos dados sugerem que a imunoterapia com colágeno 

V favoreceu um ambiente anti-inflamatório e remodelamento sinovial, podendo 

ser considerada uma terapêutica promissora, coadjuvante aos tratamentos de 

base em doenças articulares.   
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6- CONCLUSÃO 
 

Baseados nos resultados encontrados durante o desenvolvimento desse 

trabalho, em que foi verificado uma importante diferença na distribuição das 

células imunes, aumento de células Treg FoxP3+/IL-10+, colágeno I e 

diminuição de colágeno V no tecido sinovial, após a imunoterapia com colágeno 

V na artrite em ratos, podemos concluir que: 

 

1. O tratamento teve efeito imunorregulatório na artrite experimental em 

ratos. 

 

2. A imunomodulação desenvolvida nos animais tratados foi mediada por 

células Treg e citocina IL-10 no tecido sinovial. 

 

3. O tecido sinovial apresentou sinais de reparação, com remodelamento de 

colágeno. 

  

Desta forma, sugerimos que:   

  

1. A terapia com colágeno V pode vir a ser um tratamento promissor aliado aos 

medicamentos de doenças articulares. 

 

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

processo inflamatório articular em pacientes. 
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