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RESUMO

Queiroz ZAJ: Estudo do remodelamento cutaneo durante o desenvolvimento do
modelo de esclerose sistémica induzido com colageno V [dissertacdo]. Séo
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2024.

A esclerose sistémica (ES) é uma doencga cronica do tecido conjuntivo
caracterizada por vasculopatia proliferativa, reatividade imunoldgica e fibrose da
pele e orgaos internos. A excessiva deposicdo de colageno é a caracteristica
mais marcante na patogénese da ES. Estudos recentes do nosso grupo
revelaram que, nos estagios iniciais da doenca, ocorre distorcdo do padréo
fibrilar da pele, aumento da sintese de colageno V (Col V) e da expressao dos
genes COLVALl e COLVA2, correlacionados com a atividade da doenga. O
mecanismo pelo qual o Col V potencializa a reatividade autoimune e a producao
de colageno, resultando em fibrose anbémala, ainda ndo é conhecido.
Considerando que modelos animais sdo recursos valiosos para investigar os
mecanismos da doenca, nossa proposta neste estudo foi avaliar a constituicdo
e o desenvolvimento da fibrose cutdnea no modelo no modelo IMU-COLV em
camundongos C57BL/6, apds 15, 30, 45 e 120 dias de imunizacao e caracterizar
a fibrilogénese apos a ativacao de fibroblastos com Col V “in vitro”. Para o estudo
“in vivo” foi estabelecido os grupos imunizados com Col V (IMU-COLYV) por 15,
30, 45 e 120 dias apds a primeira imunizacdo. Foram realizadas andlises
morfoldgica, histomorfométrica e imunohistoquimica para a-actina do muasculo
liso (a-AML), vimentina, VEGF e caspase-3, dosagem bioquimica da 4-
hidroxiprolina, imunofluorescéncia (IF) para colageno I/lll/V e expressao génica
por gRT-PCR. Ainda, no estudo ‘in vitro”, foram analisados a expressao do
colageno I/llI/V e a-AML em fibroblastos dérmicos estimulados com Col V. Apés
a inducao da ES, observou-se aumento significativo do espessamento da derme
entre os grupos IMU-COLYV 15 e 45 dias e aumento de Col | e 11l no grupo IMU-
COLV 120 dias. O aumento de Col V foi significativo nos grupos IMU-COLYV 45
e 120 dias, assim como a quantidade aumentada da 4-hidroxiprolina no grupo
IMU-COLYV 45 dias. Houve aumento de células positivas para VEGF+ e caspase-
3+ na derme dos grupos IMU-COLV 45 e 120 dias, e aumento de células



positivas para a-AML+ na derme dos animais do grupo IMU-COLV 120 dias,
enquanto a positividade para vimentina nao foi significativa entre os grupos
estudados. Os genes Collal e Col3al ndo apresentaram diferenca significativa
entre os grupos, mas Col5al e Col5a2 tiveram maior expressao no grupo IMU-
COLYV 15 dias. Adicionalmente, detectou-se positividade para o Fator Antinuclear
(FAN) nos soros dos animais a partir de 30 dias apés a imunizacdes. Por outro
lado, “in vitro”, fibroblastos dérmicos estimulados com Col V mostraram
fibrilogénese alterada e aumento da expressao de Col |, Col lll, Col V e a-AML.
Portanto, esse estudo mostrou que o modelo IMU-COLYV desenvolve uma fibrose
na pele apés 45 dias de imunizacdo constituida de Col I, Il e grandes
quantidades de Col V. Esse estudo sugere que essa alteracdo na proporgéo
fibrilar pode ser resultante ndo s6 pelos mecanismos de ativagdo das proteinas
da matriz, como o Col V, mas também pela reatividade imunolodgica, levando a
diferenciacdo dos fibroblastos e consequentemente alterando a producao de

colageno, que € a principal caracteristica da ES.

Palavras-chave: Colageno V. Esclerose sistémica. Pele. Fibroblasto. Modelo

experimental. Fibrilogénese.



ABSTRACT

Queiroz ZAJ: Study of skin remodeling during development of the collagen V-
induced systemic sclerosis model [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2024.

Systemic sclerosis (SSc) is a chronic connective tissue disease characterized by
proliferative vasculopathy, immunological reactivity, and fibrosis of the skin and
internal organs. Excessive collagen deposition is the most striking feature in the
pathogenesis of SSc. Recent studies from our group revealed that, in the early
stages of the disease, there is distortion of the skin fibrillar pattern, increased
synthesis of collagen V (Col V) and expression of the COLVA1 and COLVA2
genes, correlated with disease activity. The mechanism by which Col V
potentiates autoimmune reactivity and collagen production, resulting in
anomalous fibrosis, is still unknown. Considering that animal models are valuable
resources to investigate the mechanisms of the disease, our proposal in this
study was to evaluate the constitution and development of cutaneous fibrosis in
the IMU-COLV model in C57BL/6 mice, after 15, 30, 45 and 120 days.
immunization and characterize fibrillogenesis after activation of fibroblasts with
Col V “in vitro”. Considering that animal models are a valuable resource for
investigating disease mechanisms, the aim of this study was to evaluate the
constitution and development of cutaneous fibrosis in the IMU-COLV model in
C57BL/6 mice, after 15, 30, 45, and 120 days of immunization, and to
characterize fibrillogenesis after fibroblast activation with Col V "in vitro". For the
“in vivo" study, groups immunized with Col V (IMU-COLV) were established for
15, 30, 45, and 120 days after the first immunization. Morphological,
histomorphometric, and immunohistochemical analyses were performed for
smooth muscle a-actin (a-SMA), vimentin, VEGF, and caspase-3, biochemical
measurement of 4-hydroxyproline, immunofluorescence (IF) for collagen I/111/V,
and gene expression by qRT-PCR. Additionally, in the "in vitro" study, collagen
I/lI/V expression and a-SMA in dermal fibroblasts stimulated with Col V were
analyzed. After induction of SSc, a significant increase in dermal thickening was
observed between the IMU-COLV groups at 15 and 45 days, with increases in
Col I and Il in the IMU-COLV 120-day group. Col V increase was significant in



the IMU-COLV 45 and 120-day groups, as was the increased amount of 4-
hydroxyproline in the IMU-COLV 45-day group. There was an increase in VEGF+
and caspase-3+ positive cells in the dermis of the IMU-COLV 45 and 120-day
groups, and an increase in a-SMA+ positive cells in the dermis of animals in the
IMU-COLYV 120-day group, while vimentin positivity was not significant among the
studied groups. The Collal and Col3al genes showed no significant differences
between groups, but Col5al and Col5a2 had higher expression in the IMU-COLV
15-day group. Additionally, positivity for Antinuclear Factor (ANF) was detected
in the sera of animals from 30 days after immunization onwards. On the other
hand, "in vitro", dermal fibroblasts stimulated with Col V showed altered
fibrillogenesis and increased expression of Col I, Col Ill, Col V, and a-SMA.
Therefore, this study showed that the IMU-COLV model develops skin fibrosis
after 45 days of immunization with Col I, Ill, and large amounts of Col V. This
study suggests that this change in fibrillar proportion may result not only from
matrix protein activation mechanisms, such as Col V, but also from immune
reactivity, leading to fibroblast differentiation and consequently altering collagen

production, which is the main characteristic of SSc.

Keywords: Collagen V. Systemic sclerosis. Skin. Fibroblast. Experimental model.

Fibrillogenesis.



INTRODUCAO




1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da esclerose sistémica

A Esclerose Sistémica (ES), é uma doenca autoimune com caracteristicas
patogenéticas distintas, compreendendo desarranjo vascular, reatividade
imunoldgica e fibrose da pele e 6rgéos internos (1-3).

A pele é um dos orgaos mais afetados na ES, sendo o acometimento
cutaneo caracterizado pelo espessamento e endurecimento, por excessiva
deposicdo dos componentes da matriz extracelular (MEC), principalmente
colageno (4). O grau de envolvimento da pele € o principal critério utilizado para
a classificagéo da ES cutéanea em limitada e difusa, tendo como base a extenséo
do acometimento cutaneo, além da associag¢do a autoanticorpos e o padrao de
orgaos envolvidos. Na ES cutanea limitada, os pacientes tém o espessamento
cutaneo restrito as regides distais, como maos, antebracos, pés, face e pescoco,
sem envolvimento do tronco. J& na ES cutanea difusa, os pacientes apresentam
espessamento cutdneo envolvendo a regido do tronco, usualmente peito,
abdébmen e costas. Ambas acometem 6rgdos internos como pulmdes, rins,
es6fago e coracdo, entre outros, porém, na ES cutanea difusa, o envolvimento
desses 0rgdos ocorre mais precocemente e com maior frequéncia que na forma
limitada (5,6).

Os fatores presentes nos primeiros anos da ES séo preditivos para o
desenvolvimento de manifestagcbes pulmonares, cardiovasculares e renais.
Pacientes com ES cutanea limitada tém sinais e sintomas né&o letais, como o
fenbmeno de Raynaud, ulceracfes digitais, envolvimento gastrointestinal e
desenvolvimento de hipertenséo arterial pulmonar, e menor taxa de mortalidade
e incidéncia de desenvolvimento de doenca pulmonar intersticial grave. Ja os
pacientes com ES cutanea difusa, em estagio inicial tém uma rapida progressao
do espessamento da pele, maior frequéncia de desenvolvimento de doenca
pulmonar intersticial, doenca renal e envolvimento musculoesquelético.
Tratamentos para ES podem ser um desafio, pois € uma doenca altamente
heterogénea, com manifestacdes clinicas variadas. Atualmente, tém sido

utilizados antifibréticos, anti-inflamatérios e bioldgicos, como por exemplo o



nintedanib, tocilizumab e rituximade (7,8). Porém, novas estratégias terapéuticas
Sao essenciais para prevenir o desenvolvimento do comprometimento de 6rgaos

vitais em pacientes com ES.

A patogénese da ES € complexa e ndo esta bem estabelecida. Uma
interacdo entre eventos ambientais e fatores genéticos pode influenciar a
suscetibilidade para desenvolver esta doenca. Diversos estudos sugerem que a
maioria dos genes de suscetibilidade para ES sdo haplotipos do antigeno
leucocitario humano (HLA) e genes ndo relacionados ao sistema imunolégico do
HLA, que também servem como genes de suscetibilidade para outras doencas,
como artrite reumatoide e lUpus eritematoso sistémico (9). Dentro da
suscetibilidade genética, muitos gatilhos podem estar envolvidos na iniciacao da
doenca, como exposicdes relacionadas ao trabalho com a poeira de silica,
cloreto de vinil e solventes organicos ou virus e outros agentes infecciosos, que
provavelmente desempenham um papel no desencadeamento da ES (9,10).

Sabe-se que o endotélio é alvo de uma agressdo imune e inflamatéria
cronica, ocorrendo a ativacdo de células endoteliais e alteracdo do ténus
vascular, resultando em leséo vascular. A evolucéo das lesdes leva a rarefacéo
capilar, espessamento da parede do vaso devido a proliferacdo de células da
camada intima e do musculo liso e, finalmente, estreitamento e obliteracdo do
vaso, que resulta em isquemia tecidual, estresse oxidativo e disfun¢do organica.
O aumento da permeabilidade vascular atrai células inflamatorias, que
contribuem para o aumento da expressao de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
culminando com o remodelamento vascular e fibrose tecidual (Figural) (10,11).

O principal mediador vasoativo sintetizado pelas células endoteliais é a
endotelina-1 (ET-1). A ET-1 é um peptideo natural, com func¢des no
desenvolvimento e regulacao da fisiologia normal, desenvolvimento da funcao
respiratoria, homeostase cardiovascular e equilibrio hidroeletrolitico. Na ES, a
ET-1 pode causar efeitos de vasoconstricao, inflamacéo e fibrose causada por
proliferacdo desordenada de fibroblastos. Outras importantes caracteristicas da
ET-1 sdo a adesao leucocitaria e a capacidade de diferenciar fibroblastos em
miofibroblastos (12).
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Figura 1 - Mecanismos moleculares da ES.Estagio pré-clinico: A lesdo vascular é o evento inicial
na ES e leva a ativagdo das células endoteliais e ao aprisionamento de células mononucleares
do sangue periférico. Fase inflamatéria: A injdria vascular progressiva causa apoptose das
células endoteliais, que por sua vez secretam ET-1 e PDGF que estimulam a proliferacdo de
células musculares lisas, levando ao estreitamento luminal e ao recrutamento de células
inflamatdrias. As células plasméticas secretam autoanticorpos e IL-6. As células Th2 secretam
TGF-B e IL-13, e os macrofagos M2 polarizados secretam TGF-[3, contribuindo para a ativagédo
dos fibroblastos e aumento da deposicdo da MEC. Fase tardia: A apoptose progressiva das
células endoteliais, a proliferagdo de células musculares lisas e o estreitamento dos vasos levam
a hipoéxia tecidual e ao estresse oxidativo, que contribuem para a manutencao da fibrose. Os
fibroblastos diferenciam-se em miofibroblastos e aumentam a deposicdo da MEC levando ao
estresse mecanico e perpetuando o processo fibrético. Abreviacdes: MEC: matriz extracelular;
ROS: espécies reativas de oxigénio; ET-1: Endotelina 1; PDGF: Fator de crescimento derivado
de plaquetas; TGF-B: Fator de crescimento transformante- 3; CTGF: Fator de crescimento do
tecido conjuntivo. Adaptado de DE PIERI et al., 2021(10).

A desregulacao da imunidade inata e adaptativa desempenham um papel

importante na patogénese da ES. Anticorpos antinucleares (FAN) estdo



presentes em até 95% dos pacientes com ES e os autoanticorpos especificos,
como o0s anticentrdmero, antitopoisomerase 1, e anti-RNA polimerase i,
direcionados contra componentes nucleares intracelulares, estdo presentes em
mais de 75% dos pacientes. Além da presenca de autoanticorpos, evidéncias de
respostas imunes desreguladas séao representadas por células inflamatérias e
moléculas inflamatdrias em tecidos-alvo, como a pele e os pulmdes, e uma
assinatura proeminente de interferon tipo | (IFN) em células imunes circulantes
e infiltrados teciduais (10,11).

Na ES, a perpetuacdo do estimulo imunoldgico desencadeia um processo
de remodelamento da MEC, que ativa os fibroblastos das areas afetadas a
produzirem quantidades elevadas de colageno, sendo uma caracteristica
marcante desta enfermidade (13). Como em outras doencas fibroproliferativas,
o fibroblasto se encontra permanentemente hiperativado, com expressao
alterada de genes que determinam producao excessiva de MEC. Na ES, um dos
mecanismos responsaveis por essa hiperativagdo é a mecanotransducao, em
que fibroblastos e miofibroblastos seriam capazes de responder as forcas
tensionais, alterando sua sinalizacdo intracelular em resposta ao estimulo,
levando ao remodelamento alterado da MEC (14,15).

Os fibroblastos sdo células tipicas do tecido conjuntivo responsaveis pela
deposicao de colageno, necessario para a cicatrizacdo (16). Esses se originam
das células mesenquimais durante a vida embrionaria e agem durante toda a
vida do individuo, possuindo duas formas distintas de ativacdo: por via de
sinalizacdo paracrina e autécrina. A via paracrina é ativada pelos fatores de
crescimento e citocinas produzidas por células inflamatérias, entre outras, como
o PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), as interleucinas 6 e 13
(IL-6 e IL-13) e os leucotrienos eicosanoides (moléculas derivadas do processo
inflamatorio), que podem atuar nos fibroblastos como fatores pro-fibréticos. Ja a
via de sinalizacao autécrina é ativada por citocinas produzidas pelos proprios
fibroblastos, como o TGF-B (fator de crescimento transformador beta) e as
interleucinas IL-18 e IL-6. Ainda, os fibroblastos podem migrar para outras areas
em resposta a citocinas, além de responder a sinais quimicos, que ativam a

proliferacdo e diferenciacdo celular em miofibroblastos e a producédo de



componentes da MEC como o colageno, elastina, fibronectina e
glicosaminoglicanos (1,17).

Os miofibroblastos s&o fibroblastos especializados, que adquirem
caracteristicas de células musculares lisas, incluindo a expresséo de alfa actina
do musculo liso (a-AML). Originam-se da diferenciacdo de diversas células,
como fibroblastos, células epiteliais e endoteliais, pericitos, mondcitos, células
multipotentes e fibrécitos. Os miofibroblastos aparecem normalmente em
resposta a cicatrizacdo de lesfes, sendo responsaveis pela deposi¢do excessiva
de colageno durante o processo de cicatrizagcdo. Ao contrario do processo
normal de cicatrizacdo, no qual os miofibroblastos ocorrem apenas
transitoriamente no tecido de granulagdo antes de sofrerem apoptose, 0s
miofibroblastos na ES se tornam persistentes. Essas células contrateis secretam
nao apenas proteinas da matriz, mas também TGF-B e outros componentes
profibréticos e, assim, promovem ainda mais a deposicdo e remodelacdo da
MEC (18-20).

O TGF-B tem sido considerado uma das proteinas mais importantes na
patogénese da ES, especialmente pela sua atividade pro-fibrética (21,22).
Alguns estudos relataram que os niveis de TGF-3 estdo aumentados na pele de
pacientes com ES e que a assinatura génica responsiva induzida por TGF-f3
aumenta fortemente na pele dos pacientes e correlaciona-se positivamente com
a gravidade da doenca (23,24). O TGF-( € secretado por diversas células, como
os fibroblastos, miofibroblastos, células T, mondcitos, macrofagos e plaquetas.
E uma citocina que atua na regulacéo do crescimento, diferenciacéo e funcéo de
varios tipos celulares e, além da ES, esta ligada a varias outras doencas
fibréticas. Esse exerce a sua funcdo por meio da ligacdo com o receptor
especifico (TGFBRII) na superficie de diversos tipos de células, provocando a
fosforilacdo e ativacdo do receptor 1 de TGF-B (TGF-BRI). Por meio dessa
ligagdo, inicia-se uma cascata de sinalizagdo intracelular que resulta na
expressao dos genes alvo, como o do fator de crescimento do tecido conjuntivo
(CTGF) e colageno tipo |, entre outros (4,25-27).



1.2. Coladgeno

O colageno é uma glicoproteina importante na matriz extracelular. E
encontrado em quase todos os tecidos do organismo, sendo o responsavel por
grande parte das propriedades fisicas teciduais. As moléculas de colageno sao
formadas através do entrelagcamento de trés cadeias a, em formato de tripla
hélice helicoidal, estabilizadas por ligacbes de hidrogénio. O colageno é
denominado heterotrimero, quando as trés cadeias a sao diferentes, ou
homotrimero, quando as trés cadeias a sdo idénticas. Cada cadeia a € formada
por varias sequéncias repetidas dos aminoacidos glicina, prolina e 4-
hidroxiprolina. Até hoje, ja foram descritos cerca de 28 a 30 tipos de colageno,
sendo divididos em subfamilias: os fibrilares, com tripla hélice ininterrupta
(colageno dos tipos |, II, 111, V, XI, XXIV); os formadores de rede (coldgeno dos
tipos IV, VIII, X); os associados a fibrilas, com triplas hélices interrompidas
(FACITSs) (colageno dos tipos IX, XllI, XIV, XVI, XIX, XX, XXI, XXIl); os associados
a membrana e tripla hélice interrompida (XIlI, XVII, XXIIl, XXV); os formadores
de fibrilas frisadas (VI); os MULTIPLEXINs (XV, XVIII) e os de ancoragem (VII)
(28,29).

1.3. Biossintese dos colagenos fibrilares

O colageno da subfamilia dos fibrilares é produzido sob a forma de pro-
colageno pelos fibroblastos, sendo a molécula transcrita inicialmente,
denominada como pré-pro-colageno. Este é transportado para dentro do reticulo
endoplasmatico granular e apresenta peptideos de sinal e de registro. Ainda no
reticulo endoplasmatico granular sdo produzidas as cadeias a, através da
hidroxilagao e glicosilagéo da prolina e da lisina, que auxiliam na conformagéo
da tripla hélice dessas cadeias por pontes de hidrogénio. Os pré-colagenos séo,
entdo, transportados para o aparelho de Golgi, onde ocorre a formacgédo de
cadeias dissulfidicas (S-S), sendo subsequentemente englobados por vesiculas
e secretados por exocitose. No espaco extracelular, ocorre a clivagem dos
dominios amina (NH3)- e carboxi (COOH)-terminais, pelas enzimas pro6-

colageno peptidases, formando-se as moléculas de tropocolageno. Estas se



agregam de modo a formar as fibrilas de colageno, que, por reacdes
bioguimicas, resulta na formacéo de ligacbes cruzadas, as quais conferem as
fibrilas maior estabilidade (25,29).
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Figura 2 — Biossintese e processo de maturacéo do colageno. A secéo central superior da figura
mostra as organelas celulares com tons distintos de azul, envolvidas nas modificac6es pos-
tradugdo do colageno. Abaixo, a figura esquematica ilustra as etapas intra e extracelulares da
formacao das fibras de coldgeno. N: nucleo, ER: reticulo endoplasmético; CP: citoplasma; GA:
aparelho de Golgi; ES: espaco extracelular. Desenho esquemético adaptado de Szasz C, 2023
(30).

1.4. Coladgeno na pele

A pele é estruturada em trés camadas: epidérmica, dérmica e tecido
adiposo subcutaneo (Figura 3 A). A epiderme, camada mais externa da pele, é
composta por uma por¢do conjuntiva de origem ectodérmica e dois tipos
celulares: as células basais e as escamosas. As células basais sdo produtoras
de melanina, que fornecem pigmentacdo a pele. Ainda, na epiderme, sdo
encontrados queratinécitos, que produzem a queratina. Abaixo da epiderme
esta a derme, que é dividida em subcamadas: papilar e reticular. A derme papilar,

regido que fica em contato com a epiderme, € constituida por tecido conjuntivo



frouxo e contém capilares que facilitam o transporte de nutrientes. A derme
reticular € mais espessa do que a derme papilar, devido a densa concentracao
de fibras coldgenas e reticulares, que estédo entrelagadas dentro dessa camada,
dando resisténcia e elasticidade a pele. Ambas as camadas dérmicas abrigam
fibroblastos, miofibroblastos e células imunes. Abaixo da derme, pode ser
observado o tecido adiposo subcutaneo (Figura 3 A). Essa camada € composta
por fibrécitos e adipdcitos e é rica em proteoglicanos e glicosaminoglicanos. E a
camada mais interna da pele e armazena energia, enquanto protege e isola

termicamente o corpo (31).
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Figura 3 — Desenho esquematico da pele, dos principais tipos de colageno e formacdo das
fibrilas heterotipicas (Col I/llI/V). (A) Representacdo das regides e principais componentes da
pele. (B) Distribuicdo dos tipos de coldgeno na juncdo dermoepidérmica e derme. Na juncao
dermoepidérmica encontra-se a isoforma de Col V homotrimero [a1(V)3] € na derme o Col V
heterotrimero [a1(V)2, a2(V)]. (C) Colageno V (rosa) em fibrilas heterotiticas, contendo coldgeno
I (azul) e Il (verde). A porcao fibrilar tripla helicoidal do Col V encontra-se oculta no interior das
fibrilas de Col | e 0 dominio N-terminal, formado por um dominio globular e uma pequena tripla
hélice, projeta-se na superficie da fibrila. O Col V desempenha um papel na nucleacdo da matriz
de Col I, que também pode conter Col lll. Os colagenos fibrilares sdo montados em microfibrilas,
gue se agregam para formar fibrilas e depois fibras. As integrinas de ligacdo ao colageno na
superficie celular podem potencialmente interagir com a curta tripla hélice, presente no dominio



N-terminal do Col V durante a formacéao de fibrilas. Col I: colageno tipo I; Col IlI: colageno tipo IlI;
Col V: colageno tipo V. Desenho esquematico adaptado de Hantae, 2021; Musiime, 2021 (32,33).

O colageno é a mais abundante proteina fibrosa da pele. Os principais
tipos de colageno encontrados na pele sao o tipo | (80-85%), o tipo Il (10-15%)
e pequenas quantidades de colageno tipo V (2-5%) (Figura 3 B) (29). O
coladgeno do tipo | (Col 1), pertencente ao grupo dos colagenos fibrilares, é mais
espesso que os demais e é heterotrimero. E composto por duas cadeias a1 e
uma a2, codificadas a partir dos genes COL1A1 e COL1A2. E o colageno mais
abundante na pele e sua estrutura € semelhante a uma corda, com pouca ou
nenhuma interrupgéo; possui papel importante como substrato na adeséo celular
e, também, participa do processo de migracdo, proliferacdo e diferenciacao
celular, em processos de remodelamento tecidual ou cicatrizacdo. O Col | é
reconhecido pelas integrinas e ativa proteinas celulares especificas, como a
actina (34).

O colageno do tipo Il (Col Ill) € homotrimero, com as trés cadeias a1
interligadas por pontes de sulfeto. Ele esta localizado principalmente na regiao
dérmica, onde forma pequenas fibras reticulares dando sustentacdo a pele;
ainda, possui um alto teor de glicosilacdo e associa-se a glicoproteinas e
proteoglicanos da matriz extracelular da pele (35).

O colageno do tipo V (Col V) pertence ao grupo dos colagenos fibrilares e
tem distribuicdo ubiqua, sendo encontrado na maioria dos tecidos conjuntivos.
Esté localizado principalmente entre a membrana basal e o tecido conjuntivo
adjacente, em tecidos como o pulméo, pele, baco, cérnea, figado, rim, coracéo,
entre outros (36,37).

Na pele, ainda podemos encontrar outros tipos de colageno, s6 que em
quantidades bem pequenas, como o colageno dos tipos 1V, VI, VII, XIV, XVI e
XVII (Figura 3 B) (29).

1.5. Coladgeno do tipo V

O Col V é formado por um dominio continuo em tripla hélice (dominio
helicoidal ou colagenoso) e dois globulares telopeptideos terminais (NH3 e

COOH) (38). Possui trés isoformas, que se diferenciam pela composicéo de suas
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cadeias. A heterotrimera constituida por trés cadeias a distintas [a1(V), a2(V),
a3(V)], encontrada em placenta humana e bovina; a heterotrimera constituida
por duas cadeias a1 e uma cadeia a2 [a1(V)2, a2(V)], encontrada em Varios
tecidos, como pele, pulmao, rim, entre outros; e ainda a homotrimera constituida
por 3 cadeias a1 [a1(V)s], presente no endométrio de camundongos e na regido
da interface dermo-epidérmica (39-41).

O Col V se copolimeriza com o colageno dos tipos | e lll, que estdo
presentes de forma abundante na pele, para formar as fibrilas heterotipicas
(I/11I/V) (42). Na formacédo das fibrilas heterotipicas, o dominio amino-globular
terminal do Col V se projeta para fora das fibrilas de Col I/lll (37,42). Este dominio
globular do Col V confere a funcéo de regular o diametro das fibras heterotipicas,
impedindo fisicamente que novos mondémeros se acrescentem a fibrila. Devido
a esta caracteristica, o Col V tem func¢édo importante na organizacao, crescimento
e dimensionamento do diametro das fibrilas heterotipicas, sendo atualmente
considerado o nucleador da fibrilogénese do Col I (Figura 3 C) (32,43). Ainda,
acredita-se que a regido fibrilar do dominio globular N-terminal do Col V interage
com integrinas, receptores presentes na superficie da célula, sendo importante
para a fibrilogénese das fibrilas heterotipicas (Col 1/V) (32).

Outra propriedade importante do Col V é a participacdo na adeséao,
migracdo e proliferacdo celular, devido em grande parte as suas sequéncias
RGD (arginina, glicina e acido aspartico), presentes em maior quantidade na
cadeia a2 que na a1l (44). A adesdo do Col V as células € mediada
principalmente pelas integrinas a1B1 e a2B1, que sdo e dependem da
conformacao em tripla hélice do colageno (44,45).

A adeséo do Col V as células pode também ocorrer independentemente
das sequéncias RGD. Foi demonstrado que a porgéo tripla hélice da cadeia a1
do Col V possui um fragmento de 30 Kd, que contém um agrupamento de
residuos de aminoacidos basicos, com grande afinidade a heparina e sulfato de
heparina (46,47). Deste modo, o sitio do Col V ligante da heparina, interage com
0os proteglicanos com sulfato de heparina na superficie das células,
desencadeando sinais de estimulagao celular.

Uma outra caracteristica peculiar do Col V em relagéo aos outros tipos de

colageno é o fato de possuir propriedades imunogénicas, antigénicas e pelo
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potencial de tornar-se um autoantigeno quando exposto, pela acdo de
metaloproteinases ou outros agentes indutores da lesdo endotelial crénica (48—
50). Nos ultimos anos, a literatura cientifica tem destacado a importancia do Col
V em Varios processos patologicos, como rejeicdo de transplante de pulmao em
modelo experimental e em humanos, fibrose pulmonar idiopatica, asma de
hipersensibilidade e aterosclerose, aléem da ES (49,51-55). Ao contrario, a
indug&o de tolerancia oral/nasal com o Col V preveniu o desencadeamento
desses processos patologicos em modelos experimentais (48,50,52,53,56-59).
Estudos recentes mostraram que a autoimunidade para o Col V é dirigida
principalmente para a cadeia a1 (59-62).

Além disso, foi identificado no pulméo e pele de pacientes com ES um
aumento na expresséao de Col V e do gene COL5A2 (54,63). Ainda, foi mostrado
que a expressao do gene COL5A2 e da cadeia a2(V) na pele estdo aumentados
nas fases mais precoces da ES e o aumento do depdsito na derme dos pacientes
se correlaciona com o0 espessamento da pele e com a gravidade da doenca
(54,64).

1.6 Modelos experimentais de Esclerose Sistémica

Atualmente, estdo disponiveis varios modelos animais que tém sido
amplamente utilizados para estudar os mecanismos envolvidos na patogénese
da ES e novas estratégias terapéuticas.

Ao longo dos anos, muitos modelos animais de ES foram desenvolvidos
através da administracdo exdgena de agentes indutores de fibrose, manipulacao
genética da sinalizacéo relacionada a fibrose, entre outras (Tabela 1).

Estudos realizados no nosso laboratorio demonstraram um modelo
animal, inicialmente desenvolvido em coelhos fémeas da linhagem Nova
Zelandia e, mais recentemente, em camundongos C57BL/6, que desenvolvem
alteracdes histoldgicas, vasculares e imunoldgicas semelhantes a ES em
humanos, através da imunizacdo com colageno tipo V (Col V) (65-69). Os
coelhos apresentaram depoésito de colageno na derme superficial e profunda,
atrofia dos anexos cutaneos e uma reducgdo do tecido adiposo. As alteracdes

desenvolvidas nesses animais ndo foram restritas s6 a pele, mas também
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apresentaram fibrose pulmonar, alteracoes cardiacas, esofagicas e ao redor dos
vasos do intersticio renal (70). Ainda, os animais apresentaram imunocomplexos
e anticorpos anti-Scl-70 e anticorpos anticolageno dos tipos |, Il e IV no soro.(68)
As alteragbes morfologicas foram observadas a partir do sétimo dia da
imunizacdo com Col V. Nao foram observadas alteracbes quando os animais
eram imunizados com outros tipos de coladgeno, mesmo o0s colagenos que
aparecem aumentados na doenca em humanos, como o Col | e Col lll, o que
reforca a ideia de que o Col V é capaz de induzir um modelo experimental de ES
e pode atuar como um autoantigeno na doenca (71).

O modelo atual em camundongo C57BL/6 (IMU-COLV) também
apresenta remodelamento cutaneo, mecéanica pulmonar anormal, aumento de
genes gue codificam as cadeias do Col I, lll e V, vasculopatia com fortes sinais
de aumento na expresséao de ET-1, VEGF e caspase-3, autoimunidade com FAN
positivo, além de autoanticorpos anti-Col Il e anti-Col IV (69) (Tabela 1).

Ainda, a indug¢do de ES em camundongos com bleomicina é um dos
modelos mais utilizados para o estudo de fibrose cutanea. A bleomicina é um
antibiotico glicopeptideo, originalmente isolado do fungo Streptomyces
verticillus. Este exerce efeitos sobre as células endoteliais, imunoldgicas,
fibroblastos e queratindcitos; além disso, aumenta a expressdo dos genes das
proteinas da MEC e de citocinas fibrogénicas, que podem contribuir para a
inducao da fibrose (13). Yamamoto e colaboradores estabeleceram um modelo
murino para fibrose da pele, por inje¢cdes subcutaneas diarias de bleomicina,
durante um periodo de 4 semanas (72). Nesse modelo, as alteracbes cutaneas
séo geralmente localizadas na &rea ao redor do local da inje¢cdo e permanecem
pelo menos 6 semanas apés a interrupcdo das injecfes de bleomicina (13)
(Tabela 1).

Nos ultimos anos, novos modelos em animais foram estabelecidos com
espécies reativas de oxigénio (EROs). Um exemplo de modelo é a injecéo
subcutédnea com &cido hipocloroso, que induz fibrose cutanea e pulmonar. A
exposicdo a essas moléculas oxidativas desencadeia uma resposta autoimune
sistémica, caracterizada pela deteccdo de anticorpos anticentromero (ACA) e
antitopoisomerase | (ATA) (73-76) (Tabela 1).
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Ainda, a administracdo subcutanea de angiotensina Il também pode ser
usada na inducao da ES, pois induz a constricdo vascular levando a inflamacao
e fibrose. A angiotensina Il exégena aumenta a producdo de colageno tipo | e
TGF-B pelos fibroblastos, o que resulta em fibrose similar a ES (75,77). Muitos
estudos demonstram que o anticorpo anti-Scl-70 no soro estéa relacionado com
0 acometimento da pele, aumento de citocinas inflamatorias e fibrose pulmonar.
Por isso, foi desenvolvido um modelo de ES pela inje¢do subcutanea quinzenal
de topoisomerase | de DNA e adjuvante completo de Freund, mostrando que a
imunizacdo com topoisomerase | pode induzir fibrose dérmica e pulmonar com
resposta imune Th2 / Th17, semelhante a ES (75).

Modelos animais genéticos desenvolvem espontaneamente mutacfes no
genoma com manifestacdes semelhantes as da ES (10). Um dos modelos
animais genéticos mais bem caracterizados da ES sdo os camundongos tight
skin tipo 1 (TSK-1). O camundongo TSK-1 € um modelo resultante de uma
duplicacéo parcial do gene da fibrilina-1, que € uma proteina estrutural da MEC
e o principal componente das microfibrilas. Camundongos heterozigotos TSK-1
desenvolvem caracteristicas semelhantes a ES, como a fibrose cutanea, a
ativacao de células B, acompanhada da producéo de autoanticorpos e a ativacao
de vias moleculares profibroticas (78,79) (Tabela 1). Outra mutacéo descrita é a
do camundongo tight skin tipo 2 (TSK-2), induzida pela administracdo do agente
mutagénico Ethylnitrosourea, o qual induz mutacao na cadeia alfa do colageno
tipo Ill. Os camundongos TSK-2 desenvolvem fibrose dérmica, depoésito de
colageno na pele e autoanticorpos, porém nao foi relatada fibrose em outros
orgaos (77,80).

Ainda, foram desenvolvidos modelos genéticos como o fator Friend
leukemia integration | (Flil1) e o fator Kruppel-like 5 (KLF5). O Flil € um membro
da familia do fator de transcricdo Ets e o KLF5 € um regulador transcricional,
com papéis demonstrados na fibrose do rim e do coracdo. O Flil € um potente
inibidor da expresséo do gene do colageno tipo I, através da sinalizacédo de TGF-
B. O Fli1 é expresso em células de linhagens endoteliais e hematopoiéticas e
participa na regulacdo do desenvolvimento e diferenciacdo dessas células. Os
camundongos com deficiéncia heterozigoética de KI5 e Flil (KIf5 +/-, Flil+/-)

desenvolvem fibrose cutanea, vasculopatia obliterativa e autoanticorpos.(78)
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Outro modelo é o antigeno 2 relacionado com Fos (Fra-2), um membro da familia
Fos-AP1 de reguladores transcricionais. Os camundongos transgénicos Fra-2
apresentam apoptose das células endoteliais dérmicas, rarefacdo dos capilares
da pele, bem como fibrose da pele e pulméo (81).

Tabela 1- Modelos experimentais de ES

Modelo Fibrose Vasculopatia Inflamacao Autoimunidade Referéncia
BLM + + + ANA (72)
EROs + - + ACA, ATA (73,74)

Angiotensina F - + - (82)

Il
IMU- COLV + + - ANA, Anti-Col Ill, (69)
Anti-Col IV
Topo | + - + ATA (83)
Scl-GVHD + + + ANA (84)
TSK-1 + - - ANA, ATA, Anti- (85)
DNA
TSK-2 + ; + ANA, ATA, ACA, (86)
Anti-DNA

Flil+/- KIf5 +/- + + + ANA (87)

Fra-2 + + - - (88)
Caveolina-1 + + * = (89)
uPAR + + - - (90)

BLM: modelo de camundongo induzido por bleomicina; EROs: espécies reativas de oxigénio;
FRA-2: Antigeno 2 relacionado ao fator de transcri¢cdo; Topo I: Anti -topoisomerase |; Scl-GVHD:
doenca esclerodermatosa do enxerto contra o hospedeiro; Fli-1 +/- kIf5 +/-: fator Friend leukemia
integration -1 | (Flil)/fator Kruppel-like 5 (KLF5); FRA-2: Antigeno 2 relacionado com Fos 2;
UPAR: receptor do ativador do plasminogénio tipo uroquinase; ANA: Anticopos antinucleares;
ATA: Anticorpos anti-topoisomerase-I; ACA: Anticorpos anticentrdmero.
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2. JUSTIFICATIVA

Até o momento, observamos que a imunizagdo com Col V em
camundongos C57BL6, desencadeia alteracdes morfologicas, imunoldgicas e
vasculares na pele semelhantes as encontradas em pacientes com ES
(67,68,71,91)., Nossa hipotese € que estas alteracdes sejam possivelmente
desencadeadas pelo depésito de imunocomplexos circulantes (colageno V -
anticolageno V) na superficie endotelial. Esse depdsito causa lesdo endotelial,
expondo o Col V localizado logo abaixo da membrana basal, anteriormente
oculto. Essa exposicdo atua como um neoantigeno, contribuindo para o
processo inflamatério e caracterizando a autoimunidade (68,91). Entretanto, até
0 momento, ndo se conhece exatamente os mecanismos de acao do Col V sobre
a inducdo da fibrose tecidual, bem como as alteragbes cutdneas durante a
evolucdo deste modelo experimental.

A importancia do Col V na ES em humanos tem sido demonstrada nos
altimos anos, considerando que o aumento na expressdo de Col V na pele e
pulm&o dos pacientes e, ainda, o aumento do gene COL5A2 e da cadeia a2(V)
na pele e pulmao, nas fases iniciais da doenca, correlacionaram-se com a
gravidade da doenca (54,63,64,67,92,93). Além disso, em culturas de
fibroblastos de pacientes com ES foi observado um aumento na expressao do
Col V, com fibrilas anormalmente finas e distorcidas, formando agregados
densos (54). Esses achados, junto ao fato de que a tolerancia nasal com Col V
no modelo experimental de ES diminui o processo inflamatério e fibrético no
pulmdo e pele, além de diminuir a expressdo de TGF-B, fornecem mais
evidéncias de que o Col V desempenha um papel na patogénese da ES como
um neoantigeno desencadeante de resposta autoimune (91,94).

J& foi mostrado que aos 120 dias de imunizacao, o tecido cutaneo nos
camundongos do modelo IMU-COLV, apresenta um padréo histolégico com
espessamento, retificacdo epidérmica, diminuicdo da derme papilar e anexos
atrofiados, além de aumento da expressdo dos genes que codificam o Col V,
Col5al e Col5a2. Ainda, anticorpos anticolageno lll e IV e FAN foram detectados

nos soros dos camundongos (69).
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Entretanto, o conhecimento do mecanismo que desencadeia o
acometimento cutaneo e quando se inicia, ainda néo foi determinado no modelo
IMU-COLV, assim como 0 mecanismo que leva aos animais desenvolverem
alteracOes semelhantes a doenca em humanos. Para atingir nossos objetivos
realizamos um estudo temporal do tecido cutaneo, para entender a fisiopatologia
da fibrose cutanea no modelo IMU-COLV. Ainda, devido as caracteristicas
funcionais e moleculares do Col V, foi analisado o envolvimento dessa proteina
na patogénese da ES e, possivelmente, na ativacdo dos fibroblastos nessa

enfermidade.
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3. OBJETIVO

A proposta deste estudo foi avaliar a constituicdo e desenvolvimento da

fibrose cutdanea, em camundongos C57BL/6, apos 15, 30, 45 e 120 dias de

imunizacdo com Col V. Ainda, caracterizar “in vitro” a fibrilogénese, apds a

ativacado de fibroblastos dérmicos com Col V. Para isso foram realizadas apos

15, 30, 45 e 120 dias de imunizagao com Col V:

Analise “in vivo”

Estudo temporal qualitativo e quantitativo das altera¢des histologicas
da pele, avaliagdo da composicao da matriz fibrilar da pele durante o
desenvolvimento da fibrose.

Andlise bioquimica do coldgeno total da pele, através da 4-
hidroxiprolina.

Analise do fendtipo celular dos fibroblastos e miofibroblastos na pele
apo6s 15, 30, 45 e 120 dias de imunizacdo com Col V.

Avaliar a presenca de ativacdo endotelial e apoptose através da
positividade para VEGF e Caspase-3.

Avaliar o perfil molecular dos genes para as cadeias dos colagenos

dos tipos I, lll e V.

Analise “in vitro”

Avaliar a sintese dos colagenos fibrilares I, Il e V, a-AML em fibroblastos

dérmicos, apds 120 dias de imunizacéo.

Analisar a sintese dos colagenos fibrilares I, Ill e V, a-AML em

fibroblastos de pele de animal controle estimulados com Col V.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Para este estudo, foram utilizados camundongos fémeas da linhagem
C57BL/6 (n=72), com 2 meses de idade e cerca de 20 gramas, provenientes do
Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da USP (CEUA-FMUSP N°
1416/2019; 1543/2020).

Os animais foram mantidos no Biotério de Manutencédo e Experimentacao
da Clinica Médica, em caixas padrdo para camundongos, acondicionados 5
animais por caixa. Estes permaneceram em ambiente com luz controlada
claro/escuro (12/12 h), sistema de climatizacdo com regulagem de temperatura
(22 £ 1°C) e receberam &gua filtrada e racdo peletizada convencional “ad

libitum”.

4.2 Protocolo Experimental
4.2.1 Inducao de Esclerodermia Experimental

Os camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 foram imunizados, por via
subcutanea, com 150 pg de Col V de placenta humana (Sigma Chemical Co.; St.
Luois, Missouri, USA), diluido em 200 pl de acido acético 10 mM, pH 6,0 e
emulsificado em igual volume de adjuvante completo de Freund (Sigma
Chemical Co.; St. Luois, Missouri, USA). No vigésimo e no trigésimo quinto dia
apos a primeira imunizacdo (IMU-COLV), os camundongos receberam dois
reforcos, por via intramuscular, com 150 ug/200 ul de Col V, emulsificado em
igual volume de adjuvante incompleto de Freund, no vigésimo e no trigésimo
quinto dia apos a primeira imunizagdo (IMU-COLV) (Figura 2). Para avaliagdo
das alteracOes cutaneas em fases iniciais e na progressao da ES experimental,
foram estabelecidos os grupos, de acordo com o tempo apdés a primeira
imunizagao com Col V: IMU-COLV 15 dias (n=10); IMU-COLV 30 dias (n=10);
IMU-COLYV 45 dias (n=10) e IMU-COLYV 120 dias (n=10) (Figura 2).
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Considerando o protocolo de inducdo de ES, o grupo de 15 dias foi
submetido apenas a primeira imunizagcédo, o grupo de 30 dias foi submetido a
iImunizacao e um reforgo e os grupos de 45 dias e 120 dias receberam todas as
doses (imunizagé&o e os dois reforgos) de Col V (Figura 2). Os animais controles
(n=32) foram imunizados apenas com adjuvante completo ou incompleto de
Freund, diluido em 200 pl de acido acético 10 mM, seguindo 0 mesmo protocolo
e grupos (15, 30, 45 e 120 dias) dos animais imunizados (Figura 2). Para
minimizar reagdes indesejadas, o volume de 200 pl da emulsao de Col V e
adjuvante foi dividido a metade e aplicado em dois pontos no dorso dos animais,
para a administracdo subcutanea, e em ambos os musculos quadriceps, para a
intramuscular. A utilizacdo das vias subcutanea e intramuscular para imunizacao
com o Col V em murinos, permite obter um padrdo de resposta inflamatéria
similar ao que foi observado em publicacdes prévias do nosso grupo, nas quais
a ES experimental foi induzida em coelhos (67,95) e camundongos C57BL/6
(69). Uma hora antes das imunizagdes, os animais dos grupos IMU-COLV 15,
30, 45 e 120 dias e os respectivos controles foram submetidos a analgesia
preventiva com cloridrato de tramadol, por via subcutanea (40 mg/Kg de peso
corporal). Para as imunizacbes, os animais foram anestesiados, por via
intraperitoneal, com uma mistura de cloridrato de cetamina (Ketalar® - 50 mg/Kg
de peso corporal) e cloridrato de xilazina (Rompum® - 10 mg/Kg peso corporal).
Injecéo subcutanea de cloridrato de tramadol (40 mg/Kg de peso corporal) foi
mantida a cada 12 h durante 96 h apds as imunizagfes. Ainda, foi adicionado
um grupo de camundongos fémeas C57BL/6 (n=5), sem nenhuma imunizacao

ou manipulagao.
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Figura 4 - Esquema do protocolo de imunizag&o com Col V para a inducdo do modelo de ES em
camundongos C57BL/6 e controles. Grupos de estudo foram submetidos a eutanasia a 15, 30,
45 e 120 dias IMU- COLV: imunizado com Col V.

4.3. Coleta do soro

ApOs o0s periodos estabelecidos, os animais foram submetidos a

eutanasia por injecao intraperitoneal sobre dose anestésica (associacdo de

cloridrato de cetamina - Ketalar® - 300 mg/Kg de peso corporal — e cloridrato de

xilazina - Rompum®- 30 mg/Kg peso corporal). Logo ap6s a eutanasia, foi

acessada a cavidade toracica para coleta de sangue por seccéo da artéria aorta.

O sangue foi mantido a temperatura ambiente, por cerca de 60 minutos, e

centrifugado a 1.500 rpm por 10 minutos, para a separagao do soro, que foi

mantido a -20°C até a realizacao dos ensaios imunoldégicos.

4.4. Coleta da pele

As amostras de pele foram coletadas da regido dorsal dos animais,

evitando-se as regibes onde foi realizada a imunizagdo subcutanea. Os

fragmentos foram imersos em solucdo de formol a 10% para as analises

morfométricas e de imuno-histoquimica.

4.5. Analise morfologica da pele
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Para a andlise histolégica, as amostras de pele embebidas em parafina
foram cortadas em micrétomo, numa espessura de 3-4 um, e coradas com

Hematoxilina e Eosina (H&E) e Tricromico de Masson.

4.6. Avaliacdo da espessura da pele

A avaliacdo da espessura dérmica foi realizada por analise de imagem,
em cortes histolégicos da pele corados com H&E. O sistema de analise de
imagem consiste em uma camera CCD Sony acoplada ao microscépio Olympus
BX-51, a qual captura as imagens e as envia para 0 monitor por um sistema de
digitalizacdo (Oculus TCX, Coreco, Inc. St. Laurent, Quebec, Canada). As
imagens foram digitalizadas em um aumento de 200X e processadas pelo
software Image-Pro Plus 6.0®. Cinco linhas verticais foram tracadas entre a
juncdo dermoepidérmica até a camada de adipdcitos, partindo de um ponto
central do tecido e 150 um a direita e a esquerda. A partir da média aritmética

das linhas tracadas foi calculada a espessura da pele em pumz2 (96).

4.7. Imunofluorescéncia para o colageno dos tipos I, llle V

Para a imunodetecc¢éo do colageno dos tipos I, lll e V, cortes de 3-4 um
de amostras de pele foram aderidas em laminas com 3-aminopropiltriethoxy
silano (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Os sitios imunogénicos foram
expostos pelo tratamento enzimatico das amostras de pele com pepsina bovina
(Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri, USA), na concentracdo de 8 mg/ml em
acido aceético 0,5 N, com pH 2,2, por 30 min, a 37°C. Ap0s sucessivas lavagens
com tampéo fosfato, pH 7,0 (PBS), as laminas foram incubadas em 5% de
albumina bovina (BSA) diluida em PBS. As laminas foram incubadas durante a
noite, a 4°C, com os anticorpos policlonais de coelho anticolageno tipo | (1:50;
Rockland), anticolageno tipo Il (1:50; Rockland) e anticolageno tipo V (1:800)
(66), diluidos em PBS. Posteriormente, as laminas foram lavadas por 3 vezes
(10 min) em PBS com 0,05% Tween 20 e incubadas por 1 hora com anticorpo
de cabra anti-IgG de coelho ALEXA 488 (Invitrogen, Life Technologies), diluido

1:200 em PBS, contendo 0,006% de azul de Evans. As laminas foram novamente
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lavadas em PBS 0,05% Tween 20 e montadas com glicerina tamponada para a
analise em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX-51, Olympus Co. Tokyo,

Japao).

4.8. Analise morfométrica do colageno I, lll e V por analise de imagem

As laminas imunomarcadas com colageno dos tipos I, Ill e V foram
analisadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX-51, Olympus Co,
Tokyo, Japdo) e quantificadas por um sistema de analise de imagem. As
imagens foram processadas por um software Image-Pro Plus 6.0. As amostras
de pele foram analisadas as cegas, sendo selecionados aleatoriamente 10
campos, num aumento de 400x, para as seguintes regides: derme papilar e
derme reticular. A area total do tecido analisado em cada campo foi medida pelo
software Image-Pro Plus 6.0. O colageno presente nos campos adquiridos foi
avaliado através da selecdo da tonalidade verde fluorescente, correspondente a
cada colageno imunomarcado. A area imunomarcada foi dividida pela area total

de tecido analisado e o resultado expresso em porcentagem.

4.9. Colocalizagdo dos colagenos I, Ill, V e a- AML por
imunofluorescéncia

Para identificar a expressédo do colageno dos tipos |, lll, V e a-AML, os
cortes de 3-4 um de amostras de pele foram desparafinizadas e as laminas foram
imersas em xilol aquecido a 60°C, por cerca de 30 minutos, e dois banhos de 10
minutos em xilol a temperatura ambiente. A reidratacdo dos cortes foi realizada
por sucessivas lavagens em alcool etilico em concentracdes decrescentes
(100%-70%), seguido de lavagem em agua corrente, por 10 minutos, um banho
em &gua destilada e 15 minutos em PBS, pH 7,5. A recuperacdo dos sitios
antigénicos foi realizada com pepsina bovina (Sigma Chemical Co.; USA), na
concentracdo de 4 mg/ml em tampéo glicina 0,01 N, pH 2,2 por 30 min, a 37°C.
Ao término desta incubacéo, os cortes foram lavados com PBS por trés vezes
de 10 minutos. O bloqueio de sitios inespecificos foi realizado com um ciclo de

4 lavagens de 5 min com agua oxigenada 0,3%, seguido de agua corrente, agua
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destilada e, por ultimo, as laminas foram colocadas em tampao PBS com Tween
20, por 5 minutos a temperatura ambiente, em camara umida. Posteriormente,
as laminas foram incubadas por uma noite a 4°C, com os anticorpos policlonais
de cabra anti-coldgeno do tipo | (1:1500), de coelho anti-colageno do tipo IlI
(1:100), de coelho anti-colageno tipo V (1:300) e anticorpo monoclonal de
camundongo anti a-AML (1:30), diluidos em PBS. Apés esse periodo, os cortes
foram submetidos a um ciclo de lavagens com PBS/Tween 20 0,05%, por trés
vezes de 10 minutos, e incubados por 60 minutos a temperatura ambiente com
0s anticorpos conjugados anti-IgG de coelho Alexa Fluor 488 (verde) / anti-lgG
de camundongo Alexa Fluor 546 (vermelho) (Invitrogen, Life Technology, EUA),
diluidos 1:200 em PBS. A marcacao dos nucleos das células foi realizada pela
incubacédo com DAPI (Abcam, Cambridge, UK), por 5 minutos. Os cortes foram
novamente lavados com PBS com Tween 20 0,05%, montadas com solucéo de
glicerina tamponada e analisados em microscopio de fluorescéncia (Olympus

BX-51, Olympus Co, Tokyo, Japan).

4.10. Imuno-histoquimica para a-AML, Vimentina, VEGF e Caspase-3

A imuno-histoquimica foi realizada para avaliagao de a-AML através do
método da biotina-estreptoavidina-peroxidase. Resumidamente, os cortes de
pele de 3-4 um foram desparafinizadas e blogueadas em uma solucdo de
peréxido de hidrogénio a 0,3%, com um ciclo de 4 lavagens de 5 minutos para
inibir a atividade da peroxidase enddégena. Os anticorpos utilizados nas reacdes
foram o anticorpo monoclonal de camundongo a-AML (1:50; Santa Cruz
Biotechnology Inc., EUA) e os anticorpos policlonais de coelho anti-Vimentina
(1:400; Cell Singaling Technology, EUA), VEGF (1:400; Santa Cruz
Biotechnology Inc., EUA) e caspase-3 (1:3000; Novus Biologicals, EUA). A
recuperacao antigénica foi realizada com pepsina bovina (Sigma Chemical Co.;
EUA), na concentracdo de 4 mg/ml em tampéao glicina 0,01 N, pH 2,2, por 30
min, a 37°C (a-AML). Alternativamente, a recuperacdo antigénica foi realizada
com solucao de tampao citrato pH 6,0 (vimentina, VEGF e caspase-3) em alta
temperatura, 125°C por 1 minuto, em panela de pressao (Pascal). Os cortes

foram incubados com o anticorpo primério durante a noite a 4° C. A reacgdao foi
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revelada com um kit de biotina-estreptoavidina-peroxidase, de acordo com as
instrucdes do fabricante. A 3,3 diaminobenzidina (Sigma Chemical, St. Louis,
MO) foi utilizada como cromogénio. Os cortes foram contracorados com
hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha, HE). Para os controles

negativos, o anticorpo primario foi substituido por PBS.

4.11. Quantificacédo de a-AML, Vimentina, VEGF e Caspase-3

Para analise das células imunomarcadas, o parametro utilizado consistiu
na positividade da marcacdo, sendo consideradas positivas as células que
exibiram coloracdo acastanhada no citoplasma, independente da intensidade.
Foi utilizado o sistema de andlise de imagem (Image-Pro Plus 6.0). Dois
observadores, sem o conhecimento prévio dos casos, avaliaram 6 campos do
tecido cutdneo, num aumento de 1000x. A expressao de a-AML, vimentina,
VEGF e caspase-3 foi determinada de acordo com o numero de células positivas,
sendo expressas como uma porcentagem de células totais no campo analisado
(96).

4.12. Cultura de fibroblastos cutaneos

O método de “explant” foi realizado para o cultivo de fibroblastos
provenientes de bidpsias de pele de camundongos C57BL/6 imunizados com Col
V (IMU-COLV 120 dias) e de animais controles. As amostras de pele foram
desinfetadas com alcool 70% e apds a desinfec¢do, os fragmentos foram
transferidos para uma placa de Petri e cortados, com auxilio de uma lamina de
bisturi estéril, em fragmentos de aproximadamente 1 mm?2. As células foram
cultivadas em placa de Petri com DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium —
(Gibco: 12800-017), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB),
penicilina (100 Ul/mL - (Sigma-Aldrich, EUA) e estreptomicina (100 pg/mL -
(Sigma-Aldrich, EUA). A placa de Petri com os fragmentos foi mantida em estufa
a 37°C, com atmosfera umida e 5% de CO.. Foi realizado o acompanhamento
diario para registro morfolégico e observacao das células. A substituicdo do meio

de cultivo foi realizada a cada 72 horas. Apés a confluéncia celular de 80%, foram
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realizados procedimentos enzimaticos padrao com tripsina-EDTA 0,05% (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), para a transferéncia das células para
garrafas de 75 cm?, contendo meio DMEM-Supl. Novamente, a cultura foi
mantida em estufa a 37°C com atmosfera umida e 5% de CO2. Essas células
foram utilizadas na expanséo das culturas e/ou na execucao dos experimentos.

Todos os procedimentos foram realizados com as células na terceira passagem
(p3).

4.13. Deteccéao de colageno dos tipos I, lll e V e a-AML em fibroblastos
dérmicos do IMU-COLV

Os fibroblastos cutaneos (1x10°), dos animais do grupo IMU-COLV 120
dias, foram cultivados em laminulas de vidro de 13mm de diametro, colocadas
dentro de placas de 24 pocos (Costar, Cambridge, USA), contendo meio de
cultura DMEM (Gibco Life Technologies; Invitrogen, Paisley, UK), suplementado
com 20% de SFB e 1% de penicilina/estreptomicina. Foram realizadas duplicatas
de cada caso, sendo as culturas mantidas em estufa a 37°C, com atmosfera
Umida e 5% de CO: até atingirem a confluéncia de 80-90%. Posteriormente,
foram realizadas duas lavagens com 250ul de DPBS (Dulbecco’s phosphate
buffered saline), seguido de fixacdo em 4% de paraformoldeido (Sigma-Aldrich
P-6148, EUA), por 2 horas a 4°C. ApoOs esse periodo, as células foram
submetidas a um novo ciclo de trés lavagens com DPBS. O bloqueio de sitios
inespecificos foi realizado com BSA 5% (Sigma Aldrich A9418, USA), por 30
minutos a temperatura ambiente. As células foram incubadas durante a noite a
4°C, com os anticorpos policlonais de coelho anticolageno Il (1:200; Rockland)
e anticolageno V (1:100; Rockaland), anticorpo policlonal de cabra anticolageno
| (1:1.500; Rockland) e o anticorpo monoclonal de camundongo anti a-AML
(1:100; Santa Cruz) diluidos em PBS. Posteriormente, as laminulas foram
lavadas em PBS com Tween20 0,05% e incubadas por 1 hora em temperatura
ambiente, com 0s respectivos anticorpos conjugados anti-lgG de coelho Alexa
Fluor 488 (1:200; Invitrogen), anti-lgG de cabra Alexa Fluor 488 (1:200;
Invitrogen) e anti-lgG de camundongo Alexa Fluor (1:200; Invitrogen), diluidos

em azul de Evans 0,006%. A marcacdo dos nucleos das células foi realizada
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pela incubacdo com DAPI (Abcam, Cambridge, UK) por 5 minutos. Apés
sucessivas lavagens em PBS com Tween20 0,05%, as laminulas foram
montadas, com solucdo de glicerina tamponada, em laminas lisas lapidadas
(EasyPath, S&o Paulo, BR) e analisadas em microscépio de fluorescéncia

(Olympus BX-51, Olympus Co, Tokyo, Japéo).

4.14. Deteccao de colageno dos tipos |, lll e V e a-AML em fibroblastos
cutaneos de animal controle estimulados com Col V

Os fibroblastos cutaneos (5x10* células/cm?) dos animais sadios foram
transferidos para uma microplaca preta, de fundo chato de 96 pogos (Corning
3599), em duplicatas. Apds atingirem a confluéncia de 80-90 %, as células foram
incubadas com diferentes concentragdes de Col V (25 pg/mL, 50 ug/mL e 100
pg/mL), pelos periodos de 24 e 48 horas. Posteriormente, foram realizadas duas
lavagens com 100 ul de DPBS, seguido de fixagcdo em 4% de paraformoldeido
(Sigma-Aldrich P-6148, EUA), por 2 horas a 4°C. Apdés outro ciclo de lavagens
com DPBS, as células foram permeabilizadas com solucao de Triton X-100 0,1%
(Sigma Aldrich 93443, EUA) a 4°C por 15 minutos. O bloqueio de sitios
inespecificos foi realizado com BSA 5% (Sigma Aldrich A9418, EUA) por 40
minutos em temperatura ambiente. Na sequéncia, as células foram incubadas
por 16 horas com os anticorpos policlonais de coelho anticolageno Il (1:200;
Rockland), anticolageno V (1:100; Rockland) e de cabra anticolageno | (1:1.500;
Rockland) e o anticorpo monoclonal de camundongo anti a-AML (1:100; Santa
Cruz) diluidos em BSA 5%. Posteriormente, as células foram incubadas por duas
horas, em temperatura ambiente, com 0s respectivos anticorpos conjugados
anti-lgG de coelho Alexa Fluor 488 (1:500; Invitrogen), anti-IgG de cabra Alexa
Fluor 488 (1:500; Invitrogen) e anti-lgG de camundongo Alexa Fluor 488 1:500;
Invitrogen) com 0,1 pg/ml de Hoechts 33342, para marcagdo dos nucleos.
Finalmente, ap6s novo ciclo de lavagens com DPBS, as intensidades de
fluorescéncia das reacdes foram visualizadas usando o ImageXpress Micro High
Content System. A intensidade de fluorescéncia nas células e a porcentagem de
células positivas foram determinadas utilizando o software Cell Scoring

MetaExpress.
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4.15. Quantificacéo de colageno pela dosagem da 4-hidroxiprolina

A dosagem da 4-hidroxiprolina foi realizada de acordo com o método
colorimétrico de Bergmann e Loxley (1963), que envolve quatro processos:
hidrélise acida, neutralizacdo, oxidacdo e coloracdo. As amostras de tecido
cutaneo dos animais dos grupos IMU-COLYV e controles foram pesadas antes e
apos a liofilizacdo, realizada a -50°C por cerca de 20 horas. Os tecidos
liofilizados foram solubilizados em HCI 6N em tubos pirex, resistentes a alta
temperatura, e mantidos durante 22 horas a 100°C, para a hidrolise acida. As
amostras hidrolisadas foram filtradas e 1 ml do filtrado foi neutralizado (pH entre
6,5 e 7,0), com solucédo 100% saturada de hidréxido de litio. Posteriormente, em
1 ml de amostra com pH neutro, foi adicionado 2 ml de isopropanol e 1 ml de
solucdo oxidante, contendo cloramina T 7%. Essa mistura foi mantida por 4
minutos em temperatura ambiente, para que ocorra a reacao de oxidacao. Logo
apos, para o desenvolvimento da reagéo colorimétrica, foram adicionados 2 ml
do reagente de Ehrlich (4cido perclérico, alcool isopropilico e 4-
dimetilaminobenzaldeido) a amostra oxidada, mantendo-se 0s recipientes
vedados em banho maria a 60°C por 20 minutos. Foram preparadas 2 solucfes-
padrdo para o controle de cada ensaio: 1. Solucdo padrdo de 4-hidroxiprolina
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), na concentracdo de 4 ug/ml,
dissolvida em 1 ml de 4gua destilada; 2. Controle branco: 1 ml de 4gua destilada.
A estas solucdes foram acrescentados os mesmos reagentes utilizados nas
amostras, nas mesmas proporcoes e condi¢cdes. A absorbancia das amostras foi
medida em espectrofotdmetro, num comprimento de onda de 560 nm. Como
controle de qualidade da reacéo, foi utilizado um fator (F), com variacao entre 9
e 13, calculado pela divisdo do numero 4 pela absorbancia do padrdo de 4-
hidroxiprolina. O célculo da concentragédo de 4-hidroxiprolina foi expresso em ug

de 4-hidroxiprolina por mg de tecido cutaneo seco.

F x Absorbancia da amostra x Volume do neutralizado x Volume de HCL

Peso seco/ Umido da amostra

Equacédo 1- Calculo da concentragcdo de 4-hidroxiprolina
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4.16. Extracdo de RNAmM de tecido cutaneo

Apos a coleta, a pele dos animais foi imediatamente imersa em nitrogénio
liquido, em tubos de criopreservacdo. Em seguida, as amostras foram
armazenadas em um freezer a -70°C até os procedimentos de analise. O RNA
total foi extraido pelo método de Chomezynski e Sacchi, utilizando o reagente
Trizol® (Invitrogen Life Technologies, EUA), de acordo com as instrucdées do

fabricante.

Cerca de 60 mg de tecido cutaneo foi separado e pesado em balanca
analitica. Esse tecido, congelado em nitrogénio liquido, foi submetido a um
processo de pulverizacdo por impacto, adquirindo aspecto de um p6 fino. O
material pulverizado foi transferido para um microtubo plastico, sendo
acrescentado 1ml de Trizol, para homogeneizacdo em agitador de tubos
(Vortex). Para a separacdo do RNA, foram adicionados 200ul de cloroférmio e
as amostras foram novamente homogeneizadas por agitacdo em Vortex e
mantidas a temperatura ambiente, por 10 minutos. Logo apés, as amostras foram
centrifugadas 12.000 rcf, por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi transferido
para outro microtubo. Para a precipitacdo do RNA, foram adicionados 500ul de
isopropanol gelado. Apds homogeneizag¢do por inversdo, as amostras foram
mantidas em temperatura ambiente, por 5 minutos, e centrifugadas a 12.000 rcf
por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de RNA lavado
com 1ml de etanol 80% e submetido a nova centrifugacao por 10 minutos/12.000
rcf a 4°C. Esse processo foi repetido por 2 vezes. Entdo, o sobrenadante foi
descartado e os precipitados de RNA foram secos, por inversdo, em um fluxo
laminar.

As amostras de RNA foram ressuspendidas em 30ul de H20 deionizada
livre de RNase, tratada com dietilpirocarbonato (DEPC; Merck, Alemanha).
Todas as amostras foram tratadas com DNase (Invitrogen, Life Technologies),
para evitar contaminacao com qualquer tipo de DNA remanescente, e guardadas
em freezer -20°C até o dia seguinte para melhor dissolugdo das moléculas de

RNA. Posteriormente, as amostras foram armazenadas em freezer -80°C.
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4.17. Avaliacdo da concentracao e grau de pureza das amostras

A avaliagdo da concentragdo e grau de pureza das amostras de RNA
mensageiro foi realizada em espectrofotdmetro, em comprimento de onda no
espectro ultravioleta (NanoVue Plus Spectrophotometer, GE Healthcare, UK), a
partir de 2pl da amostra de RNA dissolvida em H20 DEPC (Merck, Alemanha).
O valor de concentragado de RNA (ng/ul) dado pelo equipamento foi anotado para
possibilitar o calculo do volume de cada amostra, necessario para a transcricéo
reversa em cDNA. As amostras que apresentaram relacdes da absorbancia de
260 nm e 280 nm (260/280) entre 1,7 e 2,0 foram consideradas de boa qualidade

e utilizadas nos experimentos subsequentes.

4.18. Transcricao Reversa

O RNA total de cada amostra foi submetido a transcricdo reversa para a
sintese de cDNA (&cido desoxirribonucléico complementar).

A partir de 1ug de RNA total, as amostras foram reversamente transcritas
em cDNA, em termociclador, utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, EUA), otimizado para a sintese de cDNA de

primeira fita, a partir de RNA total.

Tabela 2 -Tabela de volumes dos reagentes para reagéo de transcricdo reversa

Componente Volume por Reagéo
10X RT BUFFER 2 ul
25xdNTP 0,8 ul
10X RT RANDOM 2 ul
PRIMERS
MULTISCRIBE RT 1l
NUCLEASE FREE H20 4,2 ul
VOL RNA Xyl com 1ug
NUCLEASE FREE H20 X ul para completar o volume final

VOLUME FINAL 20yl
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4.19. Analise da Expressao Génica por RT-gPCR

Para a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real por transcriptase
reversa RT-gPCR, foram selecionados os seguintes genes de interesse: Collal
(cadeia a1 do colageno 1), Col3al (cadeia a1 do colageno lll), Col5al (cadeia a1
do colageno V), Col5a2 (cadeia a2 do colageno V). As sequéncias dos genes
foram adquiridas no site www.ncbi.nem.nih.gov/nucleotide (Tabela 2). As
expressoes dos genes foram avaliadas por RT-gPCR, executadas em placas de
96 pocos, utilizando-se o StepOnePlus (Applied Biosystems — Foster City, CA —
USA) e o kit Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Life
Technologies, USA).

Todas as reagdes foram acompanhadas de um controle negativo (todos
0S reagentes, exceto a amostra) e amostra calibradora (jungédo de 1uL de todas
as amostras). A expressao diferencial dos transcritos alvos foi determinada
através do método de quantificacdo relativa, em relagdo a um controle endégeno
ou gene normatizador. Para esse fim, foram testados o Gapdh (gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase), o B2m (beta-2 microglobulina) e o Hprtl (hipoxantina-
guanina fosforiboxiltransferase), sendo o B2m selecionado para as analises de
expressao génica por ser 0 mais expresso nas amostras avaliadas. As reacfes
de RT-gPCR foram padronizadas para encontrar a melhor temperatura de
anelamento para cada gene em estudo, permitindo a identificacdo de um anico

pico de fluorescéncia para cada gene das amostras analisadas.

Tabela 3 - Relagéo das sequéncias de oligonucleotideos estudados

Gene Sense 3’ =%’ Antisense 5’ - 3’
Gapdh ACA CAT TGG GGG TAG GAA CA ACC CAG AAG ACT GTG GAT GG
B2m CAT GGC TCG CTC GGT GAC C AAT GTG AGG CGG GTG GAACTG

Hprtl AGC TAC TGT AAT GAT CAG TCA ACG AGA GGT CCT TTT CAC CAG CA

Collal GAG CGG AGA GTACTG GAT CG GCTTCTTTT CCT TGG GGT TC

Col3al GCA CAG CAG TCC AAC GTA GA TCT CCA AAT GGG ATC TCT GG
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Col5al GGT CCC TGA CAC ACCTCAGT TGC TCC TCAGGA ACC TCT GT

Col5a2 CCT CAG GGA ATT GAT GGA GA AGA GCC AGG CAT GAG TCC TA

A expressao diferencial dos genes de interesse foi determinada utilizando
0 método de calculo do Delta Ct (ACt), que corresponde ao numero de Ct (Cycle
Threshold) do gene de interesse normalizado pelo Ct do gene de controle
endodgeno B2m, através da férmula matematica: ACt = Ct gene de interesse - Ct
gene referéncia. O valor de Ct corresponde ao numero de ciclos de PCR
necessarios para que o sinal fluorescente da reagdo cruze o limiar (threshold)
acima do ruido de fundo (background), ou seja, a expressdo do gene sO €&
detectada quando o sinal fluorescente acumulado ultrapassa o threshold.
Seguindo esse raciocinio, quanto menor o Ct, menor o niumero de ciclos de PCR
necessarios para detectar um gene, portanto maior sua expressao. Os valores
de Ct para as amostras foram obtidos pela andlise dos resultados dados pelo
StepOne Software v2.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A expressao

relativa, usada para as analises estatisticas foi calculada por 2-AACT, onde:

AACT = ACT da amostra - ACT médio das amostras do grupo controle

Equagdo 2- Calculo AACT

4.20. Pesquisa de anticorpos anti-células HEp-2 (FAN)

A andlise de Fator antinuclear (FAN) nos soros do modelo IMU-COLV e
CT nos periodos de 15, 30, 45 e 120 dias foi realizada em laminas com células
HEp-2 (células de carcinoma de laringe humano) (Kit Nova-Lite HEp-2 ANA,
Inova, EUA), para a pesquisa de autoanticorpos. Os soros foram diluidos na
proporcdo de 1:80 em tampdo PBS/Tween20 e incubados nas laminas com
células HEp-2, por 30 minutos (68). Apds um ciclo de lavagem, de 3 vezes de 10
minutos com PBS/Tween20, as laminas foram incubadas por 30 minutos com o
anticorpo secundario ALEXA FLUOR 488 anti-lgG de camundongo
(INVITROGEN, EUA), diluido 1:200 em PBS/Tween20. Posteriormente, apds

outro ciclo de lavagem com PBS/Tween20, as laminas foram secas, a fim de
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retirar 0 excesso de solucdo, e montadas em laminulas com glicerina
tamponada, para a visualizacdo em microscopio de fluorescéncia (Olympus
BX51). A leitura foi feita conforme o Consenso Internacional sobre padroes ANA
(ICAP) (97).

4.21. Andlise estatistica

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

Os valores obtidos pelos estudos de cada variavel continua foram
organizados e descritos pela média e desvio padrdo (DP). Para a comparacgao
entre as médias dos grupos amostrais foi utilizado o ANOVA de uma via e Tukey
ou Sidak como pés-teste, para variaveis de distribuicdo normal, e o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn, para variaveis de
distribuicdo n&o-normal. Para ser considerada diferenca entre médias e
frequéncias ou a presenca de correlacdo entre variaveis, foi utilizado o valor de

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

Para avaliar o desenvolvimento do remodelamento cutaneo ao longo de
15, 30, 45 e 120 dias, apds a primeira imunizagdo com Col V em camundongos
C57BL/6, foram analisados: os aspectos morfologicos e histopatolégicos, assim
como a espessura da pele, a expressao de VEGF, caspase-3, a-AML, vimentina,
coldgeno dos tipos I, lll e V, expressdo dos genes Collal, Col3al, Col5al e
Col5a2 no tecido e pesquisa de fator antinuclear no soro. Ainda, para avaliar a
sinalizacao célula-matriz, foram avaliados: a sintese dos colagenos fibrilares |,
Il e V e a-AML nos fibroblastos cutaneos do modelo experimental IMU-COLV e

em fibroblastos cutaneos de animais controles estimulados com Col V.

5.1 Perfil morfolégico da pele durante o desenvolvimento do modelo
de ES

Na Figura 5 A, evidencia-se no grupo IMU-COLV-15 dias a camada
cornea preservada (Figura 5 A), nos grupos IMU-COLV 30 (Figura 5 B) e IMU-
COLV 45 dias (Figura 5 C) observamos uma discreta alteragdo, tornando-se
mais evidente no grupo IMU-COLV-120 dias (Figura 5 D). Esta evolucédo
caracteriza-se por projecdes das papilas dérmicas em direcdo a derme papilar
nos grupos imunizados, quando comparados aos grupos CT (Figura 5 E-H).
Quanto as alteracdes na distribuicdo das fibras de colageno nos grupos IMU-
COLV 15 e 30 dias (Figura 5 A-B), destaca-se um padrdao morfolégico
homogéneo, com as fibras dispostas paralelamente a epiderme, e uma ténue
diminuicdo da camada de adipdcitos da regido da derme reticular e profunda, em
comparacao aos grupos CT (Figura 5 E-F). No grupo IMU-COLYV 45 dias (Figura
5 C), as fibras de coldgeno da derme papilar evoluem para um padrdo
heterogéneo, com importante desorganizacdo e formacdo de agregados.
Também ha evidente diminui¢cdo do tecido adiposo e atrofia de anexos cutaneos,
com espessamento da parede de vasos sanguineos na derme reticular e

profunda da pele. Por outro lado, no grupo IMU-COLV 120 dias (Figura 5 D),
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destaca-se a desorganizacao fibrilar e formacdo de agregados, o que nao é
observado nos grupos CT (Figura 5 E-H).

Essas alteracdes, evidenciadas pela coloracdo de hematoxilina/eosina,
mimetizam o padrdo histolégico encontrado na pele de pacientes com ES e
foram confirmadas pela analise quantitativa da espessura da pele, que mostrou
diferenca significativa entre os grupos IMU-COLYV 15 dias e IMU-COLV 45 dias
(203,40 + 39,43 vs 252,70 £ 29,16, p=0,0017) (dados expressos em média + DP)
(Figura51).
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Figura 5 - Micrografias representativas dos aspectos morfolégicos da pele dos grupos de
camundongos IMU-COLYV e CT coradas com Hematoxilina/Eosina. Na epiderme (Epi) do grupo
IMU-COLV 15 dias, a camada cOrnea preservada (A), presenca de projecdes das papilas
dérmicas em direcdo a derme papilar no grupo IMU-COLYV 30 dias (B), que se intensifica no
grupo IMU-COLYV 45 (C) e 120 (D) dias, quando comparados com os grupos CT (E-H). Notar nos
grupos IMU-COLYV 15 dias (A) e IMU-COLYV 30 dias (B), a derme papilar (DP) apresentando um
padrdo homogéneo, com fibras de colageno dispostas paralelamente a epiderme (Epi) e ténue
diminuicdo da camada de adip6citos da regido profunda da pele, quando comparados ao grupo
CT (E-H). No grupo IMU-COLV 45 dias (C), a derme papilar (DP) evolui para um padréo
heterogéneo, importante desorganizagdo e formagdo de agregados das fibras de colageno,
diminuicdo do tecido adiposo na regido profunda da pele (*) e tendéncia de diminuicdo dos
anexos cutaneos (Anx). Notar no grupo IMU-COLYV 120 dias (D) a desorganizacao das fibras de
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colageno (**), quando comparamos ao grupo CT (E-H). Seta dupla: espessura da pele, medida
abaixo do epitélio até o inicio da camada adiposa. Em (I) - representacao grafica dos valores da
espessura da derme nos grupos IMU-COLV e CT. Observamos diferenga significativa entre os
grupos IMU-COLYV 15 e 45 dias (**p=0,0017). GraphPad Prism verséo 8; Anova one way, seguido
pelo pos-teste de Sidak (aumento de 200X).

Quando avaliado a distribuicdo e morfologia das fibras de colageno pelo
Tricrbmico de Masson, confirma-se o padrdo morfoldégico encontrado no H&E.
No grupo IMU-COLV 15 dias (Figura 6 A), as fibras de colageno estdo
orientadas longitudinalmente a camada epitelial, obedecendo a um padréo
normal de distribui¢do no tecido cutédneo, assim como no seu respectivo controle
(Figura 6 E). Por outro lado, no grupo IMU-COLV 30 dias, observa-se
irregularidades do colageno na derme papilar, principalmente no que diz respeito
a desorganizacdao das fibras, resultando em um padréo histolégico heterogéneo,
lembrando um inicio de remodelamento cutaneo (Figura 6 B). Nos animais do
grupo IMU-COLYV 45 dias (Figura 6 C), o processo se intensifica, no que se refere
a desorganizacao e dissociacado das fibras de colageno, que obedecem a um
padrao circular, com a formacéo de lacunas entre o conglomerado de fibras e
uma invasdo da camada de adipdcitos na derme profunda. No grupo IMU-COLV
120 dias (Figura 6 D), a desorganizagéo fibrilar aumenta, evidenciada por uma

textura espessa e fragmentada na derme papilar e reticular, assim como nos

anexos cutaneos.
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Figura 6 - Imagens representativas do perfil morfolégico do colageno cutdneo nos grupos de
camundongos IMU-COLV e CT coradas pelo Tricrdmico de Masson. No grupo IMU-COLV 15
dias (A), identificamos a distribuicdo das fibras de colageno (Col) (azul) orientadas
longitudinalmente a camada epitelial, envolvendo vasos e anexos cutaneos, com tecido adiposo
(*) e camada muscular obedecendo um padrdo normal, similar ao respectivo controle (E). Em
(B), no grupo IMU-COLYV 30 dias, observa-se irregularidades do colageno na derme papilar com
alteracdo na disposicéo das fibras de colageno e inicio de remodelamento, quando comparado
ao controle (F). Nos animais IMU-COLV 45 dias (C), observa-se intensa desorganizacédo e
dissociacao das fibras de colageno, adquirindo um padréo circular, formacéo de lacunas entre o
conglomerado de fibras, invadindo a camada de adipécitos da derme profunda (*), ausente no
respectivo controle (G). No grupo IMU-COLV 120 dias (D), identificamos o processo de intenso
de desorganizacao fibrilar e a presenca de fibras mais espessas de colageno ocupando a derme
papilar e reticular, assim como envolvendo anexos cutaneos. (Aumento 200X)

5.2 Avaliacdo bioquimica da pele

Na dosagem bioquimica da 4-Hidroxiprolina, observou-se um aumento
significativo do conteudo total de coldgeno no grupo IMU-COLV 45 dias em
relacdo ao controle (8,90 + 1,61 vs 5,57 £ 1,57, p=0,0243). (Figura 7).
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Figura 7 - Concentracao de colageno total na pele de camundongos dos grupos IMU-COLV e
CT. Representacdo gréafica do contetido de 4-hidroxiprolina, identificando a diferenca estatistica
entre os grupos de 45 dias e controle (*p=0,0177). GraphPad Prism verséo 8; Anova one way,
seguido pelos pés- teste de Sidak.
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5.3 Analise estrutural da matriz fibrilar da pele durante o
desenvolvimento do modelo de ES

Para analise da propor¢cédo do colageno no tecido cutaneo, utilizamos a
imunomarcacao para o colageno dos tipos I, 1l e V por imunofluorescéncia. A
composicao e distribuicdo dessas proteinas foi analisada pela quantificacdo da
proporcao de volume dos tipos de fibras no tecido cutaneo, em diferentes fases

do desenvolvimento do modelo experimental.

Na Figura 8, observa-se a imunomarcacao para o colageno do tipo | (COL
), que mostra nos grupos IMU-COLYV 15 e 30 dias a distribuicdo dessa proteina
preenchendo toda derme, obedecendo um padrédo normal, orientando-se
longitudinalmente ao epitélio, similar ao controle normal. Ainda, o colageno | se
dispde ao redor de anexos cutaneos e na parede de pequenos vasos (Figura 8
C-D). Interessante, no grupo IMU-COLYV 30 dias, ha presenca de espessamento
perto da membrana basal do epitélio e anexos cutaneos (Figura 8 D). Esse
processo intensifica-se no grupo IMU-COLV 45 dias, agora com auséncia de
espessamento proximo a membrana basal, dando lugar a agregados de fibras
caracterizadas pela intensa fluorescéncia, com aparéncia nodular nesse grupo,
guando comparamos com o controle (Figura 8 E). Esse processo intensifica-se
no grupo IMU-COLV 120 dias ocupando toda derme, tanto a reticular como a
papilar (Figura 8 F). Esse resultado mostra que as alterac¢des fibrilares na pele
observadas no H&E (Figura 5 A-H) e no Tricrémico de Masson (Figura 6 A-H),
tém grande participacdo do colageno tipo I. A avaliacdo quantitativa comprova
esse achado (Figura 8 G), demonstrando aumento significativo dessa proteina
entre os grupos IMU-COLV 15 e 120 dias (13,62 = 1,87 vs 17,34 + 2,04,
p=0,0004) e IMU-COLYV 30 e 120 dias (12,82 + 1,46 vs 17,34 + 2,04, p<0,0001);
médiatDP. Como ndo observamos diferencas morfolégicas entre o grupo
controle sem adjuvante (CT normal) e CT com adjuvante, excluimos o grupo CT

sem adjuvante das analises quantitativas.
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Figura 8 - Expressédo de colageno tipo | na pele de camundongos dos grupos IMU-COLV, CT
normal e CT. O colageno tipo | apresentou um padrdo de fibras grossas ao longo da derme
papilar e derme reticular (setas) na pele dos grupos IMU-COLYV, CT e sadio (A-F). Esse padrédo
€ mais evidente nos grupos de 45 e 120 dias (E, F). (G) Representacéo gréafica da quantificacdo
da expresséo de colageno tipo I, identificando a diferenca estatistica entre o grupo IMU-COLV
120 dias com os grupos IMU-COLYV 15 e 30 dias (15 vs 120 dias (***p=0,0004); 30 vs 120 dias
(****p<0,0001). GraphPad Prism versao 8; Anova one way, seguido pelo pds- teste de Sidak.
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Quanto a avaliacdo da distribuicdo do colageno do tipo Il (COL III),
identificamos na Figura 9 C-D, a expressao das fibras dispostas na forma de
fibras finas, também preenchendo toda derme nos grupos IMU-COLV 15 e 30
dias. Ainda, pode-se observar na derme papilar os mesmos agregados fibrilares
presentes no grupo IMU-COLYV 45 dias e espessamento da parede de pequenos
vasos (Figura 9 E), quando comparados aos grupos IMU-COLV 15 e 30 dias e
aos grupos CT e CT normal (Figura 9 A-D). No grupo IMU-COLV 120 dias, a
expressao de colageno Il € mais intensa, e perde a orientacéo inicial das suas
fibras, que se distribuem horizontalmente na derme papilar e reticular da pele
(Figura 9 F). Novamente, esses dados foram justificados pela analise
quantitativa (Figura 9 1), que mostrou aumento significativo da expresséo de
colageno Il no tecido cutaneo entre os grupos IMU-COLV 15 e 120 dias (10,27
+1,16 vs 13,77 £ 1,73, p=0,0085), IMU-COLV 30 e 120 dias (9,816 + 1,330 vs
13,77 £ 1,73, p=0,0008); médiatDP.
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Figura 9 - Expressao de colageno tipo lll na pele de camundongos dos grupos IMU-COLV, CT
normal e CT. O colageno tipo Il apresentou um padréo fibrilar fino (setas) na pele dos grupos
IMU-COLYV, CT e sadio (A-F), sendo mais evidente no grupo de 120 dias (F). (G) Representagéo
gréfica da quantificacao da expresséo de colageno tipo Ill, mostrando a diferenca estatistica entre
0 grupo IMU-COLV 120 dias, em relacdo aos grupos de 15 e 30 dias; 15 vs 120 dias (**p=0,0085)
e 30 vs 120 dias (***p= 0,0008). GraphPad Prism versdo 8; Anova one way, Kruskal-Wallis,
seguido pelo pés- teste de Dunn’s.
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Na distribuicdo das fibras de Col V, observamos no grupo IMU-COLV 15
dias, fibras finas e ténues distribuidas em toda derme, quando comparamos ao
grupo controle (Figura 10 A-C). No entanto, a partir do grupo IMU-COLYV 30 dias,
essa proteina aparece mais evidente na derme papilar e reticular, envolvendo os
anexos cutaneos (Figura 10 D). Por outro lado, nos grupos IMU-COLYV 45 e 120
dias (Figura 10 E-F), o aumento é mais evidente, com algumas regides
apresentando intensos agregados e desorganizacéo fibrilar, predominantemente
perto de vasos e capilares. Esses dados sédo suportados pela andlise quantitativa
(Figura 10 G), que indicou aumento entre os grupos IMU-COLV 15 e 45 dias
(11,09 + 2,13 vs 14,50 + 2,08, p=0,0025), IMU-COLV 15 e 120 dias (11,09 + 2,13
vs 15,76 + 2,07, p<0,0001), IMU-COLV 30 e 45 dias (11,17 £ 2,20 vs 14,50 +
2,08, p=0,0035) e IMU-COLV 30 e 120 dias (11,17 + 2,20 vs 15,76 + 2,07,
p<0,0001); médiatDP.
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Figura 10 - Expressao de colageno tipo V na pele de camundongos dos grupos IMU-COLV, CT
normal e CT. O colageno tipo V apresenta um padrao fibrilar fino evidente na derme papilar e
reticular (setas) e ao redor dos anexos na pele dos grupos IMU-COLV (C-F), sendo mais
intensificado no grupo de 45 e 120 dias (E-F). (G) Representagdo gréafica da quantificacdo da
expressdo de colageno tipo V, identificando a diferenca estatistica entre os grupos IMU-COLV
45 e 120 dias com os grupos IMU-COLV 15 e 30 dias (15 vs 45 dias; **p=0,0025); (15 vs 120
dias; ****p<0,0001); (30 vs 45 dias; **p=0,0035); (30 vs 120 dias; ****p<0,0001). GraphPad Prism
versao 8; Anova one way, seguido pelo poés- teste de Sidak.
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5.4 Expresséo dos genes Collal, Col3al, Col5al e Col5a2 na pele

O RNAm total extraido da pele dos grupos IMU-COLV e controle foi
utilizado para avaliar a expressdo de RNAm para as cadeias a1 do colageno dos
tipos | e lll e das cadeias a 1 e a 2 do Col V por meio de RT-PCR em tempo real.

A avaliacdo da expressao dos genes para 0s principais tipos de colageno,
encontrados na pele, demonstrou que a expressao relativa, para o gene que
codifica a cadeia a1 do colageno | (Collal) e o gene que codifica a cadeia a1 do
colageno 1l (Col3al), ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos
(Figura 11 A-B). Por outro lado, observamos diferenca significativa na expressao
relativa para o gene que codifica a cadeia a1 do Col V (Col5al) no grupo IMU-
COLV 15 dias (1,79 = 0,74 vs 0,82 + 0,14, p=0,0182) (Figura 11 C) e na
expressao do gene da cadeia a2 do Col V (Col5a2) (2,64 +£ 0,61 vs 1,01 = 0,15,
p=0,0243), quando comparados ao controle (Figura 11 D).
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Figura 11 - Expresséo relativa dos genes Collal, Col3al, Col5al e Col5a2 em amostras de
pele de camundongos dos grupos IMU-COLV e CT. (A-D). (C) Representacdo grafica da
expressdo relativa do gene Col5al, identificando a diferenca estatistica entre os grupos de 15
dias e controle (*p=0,0182). (D) Representacao grafica da expressao relativa do gene Col5a2,
identificando a diferenca estatistica entre os grupos de 15 dias e controle (*p=0,0243). GraphPad
Prism versao 8; Anova one way, seguido pelo pés- teste de Sidak.



47

5.5 Analise de fibroblastos e miofibroblastos na pele durante o
desenvolvimento do modelo de ES

Adicionalmente, para avaliar a relacdo entre o aumento na producéo dos
diferentes tipos de colageno e duas das principais células que sintetizam essa
proteina, os fibroblastos e os miofibroblastos, avaliou-se a expressédo de
vimentina e a-AML no tecido cutaneo dos grupos estudados.

Avaliou-se a positividade para vimentina na derme papilar e reticular, bem
como na parede do vaso em todos os grupos, IMU-COLV-15, 30, 45 e 120 dias,
porém a analise quantitativa ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos
(Figura 12 A-G)

Nossos resultados mostram baixa frequéncia de positividade para a-AML,
nas células da derme e nas paredes dos vasos nos grupos IMU-COLV 15, 30 e
45 dias (Figura 13 A-E). Em contraste, observamos intensa imunomarcacéo
para a-AML, no grupo IMU-COLV 120 dias, tanto na derme papilar e reticular,
como na parede dos vasos (Figura 13 F). Ainda, a andlise quantitativa dessas
células, confirma essas observacdes, indicando aumento significativo de
miofibroblastos, positivos para a-AML+ no grupo IMU-COLYV 120 dias em relacéo
ao grupo IMU-COLYV 15 dias (34,64 + 6,90 vs 53,08 £ 12,82, p=0,0154) (Figura
13 G).
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Figura 12- Expresséo de vimentina em fibroblastos da pele de camundongos dos grupos IMU-
COLV, CT normal e CT. As células vimentina-positivas sédo coradas em marrom (setas) (A-F).
(G) Representagdo gréfica da quantificagdo da expressao de vimentina, mostrando que nao
houve diferenca estatistica entre os grupos. GraphPad Prism versao 8; Anova one way, seguido
pelo pos- teste de Sidak.
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Figura 13 - Expressao de alfa actina do musculo liso (a-AML) em miofibroblastos da pele de
camundongos dos grupos IMU-COLV, CT normal e CT. As células a-AML-positivas sao coradas
em marrom (setas) (A-F). Observamos um aumento da expresséo de a-AML na derme do grupo
de 120 dias (F), quando comparado aos grupos de 15 dias (C), CT e sadio (A-B). (G)
Representacdo grafica da quantificacdo da expressdo de a-AML, identificando a diferenca
estatistica entre os grupos de 15 e 120 dias (*p=0,0154). GraphPad Prism verséo 8; Anova one
way, seguido pelo pés- teste de Sidak.
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5.6 Analise dareatividade vascular e apoptose celular

No que se refere ao VEGF, foi identificado um aumento significativo da
imunomarcacédo nas ceélulas do endotélio dos pequenos vasos, em ambas as
regides da pele, papilar e reticular, entre os grupos IMU-COLV 45 e 120 dias
(Figura 14 E-F), em relacdo ao grupo IMU-COLV 15 dias (Figura 14 C). A
analise quantitativa (Figura 14 G), corrobora com nossos dados morfologicos,
onde também observamos um aumento significativo da expressao de VEGF nos
grupos 45 e 120 dias, quando comparados ao grupo IMU-COLV 15 dias; 15 vs
45 dias (57,15 + 7,21 vs 75,01 + 4,47, p=0,0353) e 15 vs 120 dias (57,15 + 7,21
vs 80,02 + 7,164, p=0,0111); médiazDP.

Ainda, os dados referentes a imunomarcacéo para Caspase-3, também
indicam apoptose de células endoteliais, caracterizada pela positividade,
principalmente nos pequenos vasos dos grupos IMU-COLV 45 e 120 dias
(Figura 15 E-F), em relacdo aos grupos IMU-COLYV 15 e 30 dias (Figura 15 C-
D). Esses dados sao justificados pela analise quantitativa (Figura 15 G) que que
indicou aumento entre os grupos IMU-COLYV 15 e 45 dias (54,84 + 7,050 vs 70,19
+ 5,66, p<0,0001), IMU-COLV 15 e 120 dias (54,84 + 7,050 vs 74,72 + 4,770,
p<0,0001), IMU-COLYV 30 e 45 dias (59,57 + 3,669 vs 70,19 + 5,66, p=0,0032) e
IMU-COLV 30 e 120 dias (59,57 + 3,669 + 1,604 vs 74,72 + 4,770, p<0,0001);
médiatDP.
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Figura 14 - Expressao de VEGF na pele de camundongos dos grupos IMU-COLV, CT normal e
CT. As células VEGF-positivas sdo coradas em marrom (setas) (A-F). Observamos um aumento
da expresséo de VEGF nos grupos 45 e 120 dias (E-F), quando comparados ao grupo de 15 dias
(C). (G) Representacao grafica da quantificacdo da expressdo de VEGF, identificando a
diferenca estatistica entre os grupos IMU-COLV de 15 e 45 dias (*p=0,0353) e 15 e 120 dias
(*p=0,0111). GraphPad Prism versao 8; Anova one way, Kruskal-Wallis, seguido pelo pos- teste

de Dunn’s.
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Figura 15 - Expresséo de caspase-3 na pele de camundongos dos grupos IMU-COLV, CT normal
e CT. As células caspase-3-positivas sdo coradas em marrom (setas) (A-F). Observamos um
aumento da expressao de caspase-3 nos grupos 45 e 120 dias (E-F), quando comparados ao
grupo de 15 e 30 dias (C-D). (G) Representacdo grafica da quantificacdo da expressdo de
caspase-3, identificando a diferenga estatistica entre os grupos IMU-COLV 15 e 45 dias
(****p<0,0001); 15 e 120 dias (****p<0,0001); 30 e 45 dias (**p=0,0032); 30 e 120 dias
(****p<0,0001). GraphPad Prism versao 8; Anova one way, seguido pelo pds- teste de Sidak.
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5.7 Analise da fibrilogénese e diferenciacéo de fibroblastos na pele
durante o desenvolvimento do modelo de ES

Os resultados morfolégicos e quantitativos apresentados nos itens
anteriores, indicam que o processo de remodelamento do tecido cutadneo, no
modelo experimental estudado, se inicia aos 45 dias apés a imunizagao com Col
V. Por esta razéo, os resultados a seguir serdo descritos nos grupos IMU-COLV
45 e IMU-COLV 120 dias. A Figura 16 A-D, confirma os resultados
demonstrados nas Figuras 8 e 9 no que se refere ao seu padrédo fibrilar e
distribuicdo do colageno dos tipos | e 11l no grupo IMU-COLYV 45 dias. Entretanto,
guando colocalizamos o Col | e o Col lll (Figura 16 E-G) no grupo IMU-COLYV 45
dias, verificamos aumento na interacdo entre as fibras do coladgeno dos tipos | e
[, sugerindo que o processo de remodelamento tecidual ocorre 45 dias apos a
inducdo da ES com Col V. Na Figura 16 G evidenciamos o Col I, com padrdo
fibrilar fragmentado, unido ao Col lll, resultando em fibras mais espessas e
desorganizadas na derme papilar do grupo IMU-COLV 45 dias.

Da mesma forma, na Figura 16 A-D, quando imunomarcamos o Col l e 0
Col V, obtemos o0 mesmo padrao fino, indicado na descricdo da Figura 8 A-F e
da Figura 9 A-F. Por outro lado, quando colocalizamos o Col | e 0 Col V, observa-
se aumento da interacdo entre as duas fibras, resultando em espessamento das
mesmas, com importante formacao de uma malha fibrilar densa, que se expande
em toda derme papilar do grupo IMU-COLYV 45 dias (Figura 17 E-G). Salienta-
se que o Col | de padrdo fragmentado, encontrado nos animais do grupo IMU-
COLYV 45 dias (Figura 17 A), estd em boa parte associado a fibras de Col V
(Figura 17 G), o que poderia interferir na formacao da matriz fibrilar da pele e na
sua fungao.

No grupo IMU-COLYV 45 dias, a colocalizacao de células positivas para a-
actina do musculo liso (a-AML) com Col I, mostrou pequena positividade para a-
AML na parede dos vasos e capilares, além de intensa expresséo de Col I, com
aspecto fragmentado, neste grupo (Figura 18 A, C, E e G), quando relacionado
ao grupo CT (Figura 18 B, D, F e H). Por outro lado, quando analisamos no
grupo IMU-COLYV 45 dias, a colocalizagdo de células positivas para a-AML e 0

Col V, identificamos aumento da expressao desta proteina na regiao dermo-



54

epidérmica e circundando 0s anexos cutaneos. Nessas regifes também
observamos intensa reatividade da a-AML, sugerindo que células a-AML*,
estariam participando do remodelamento da pele do grupo IMU-COLYV 45 dias
(Figura 19 C, E e G), quando comparamos com O Seu respectivo controle
(Figura 19 D, F e H).
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Figura 16- Imagens representativas da colocalizacéo do colageno dos tipos | (Col I) e Il (Col 111)
imunomarcados na pele de camundongos dos grupos IMU-COLV 45 dias e CT-45dias. Em (A)
identificamos em verde fluorescente a distribuicdo das fibras de colageno do tipo | (Col 1)
ocupando a derme papilar e reticular no grupo IMU-COLYV 45 dias. Notar o intenso espessamento
das fibras de colageno | (setas) na derme papilar (DP) e reticular (DR) e circundando os anexos
cuténeos (Anx). Notar um importante sinal de fragmentacédo das fibras de colageno do tipo |
(seta) localizadas preferencialmente em lacunas do tecido cuténeo, entre as fibras espessas do
colageno |, quando comparamos ao grupo CT- 45 dias (B). Em (C), identificamos um aumento
do sinal fluorescente vermelho para o colageno do tipo Il (Col Ill), distribuido na derme papilar
(DP), reticular (DR) e circundando vasos (V), capilares (Cap) e anexos (Anx) no grupo IMU-COLV
45 dias, quando comparado ao grupo CT-45dias (D). Em (E e G) observamos aumento da
frequéncia de fibras compostas de colageno | e Ill, em vermelho-alaranjado, processo mais ténue
na pele dos animais do grupo CT-45dias (F e H). (Aumento 400X) (G e H, detalhes ampliados)
Nucleos das células corados com DAPI (Nu).
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Figura 17- Micrografias representativas da colocalizagédo do colageno dos tipos | (Col ) e V (Col
V) imunomarcados na pele de camundongos dos grupos IMU-COLYV 45 dias e CT-45dias.Em (A)
observamos em verde a expresséo das fibras de colageno do tipo | (Col I) na derme papilar (DP)
e reticular (DR) no grupo IMU-COLYV 45 dias. Identificamos intensa fluorescéncia para colageno
| (seta) na derme papilar (DP), reticular (DR) e nos anexos cutaneos (Anx). Fragmentagédo das
fibras de colageno | também foram observados na derme (seta) entre as fibras espessas do
colageno |, quando comparamos ao grupo CT- 45 dias (B). Em (C), identificamos aumento da
fluorescéncia (vermelho) para o colageno do tipo V (Col V), distribuido na regido dermo-
epidérmica da pele e na parede dos vasos (V), da derme papilar (DP) e reticular (DR), capilares
(Cap) e anexos (Anx) do grupo IMU-COLYV 45 dias em relagédo ao grupo CT-45dias (D). Em (E e
G) observamos em vermelho-alaranjado, aumento da formacg&do de fibras compostas por
colageno | e V, quando comparamos ao grupo CT-45dias (F e H). (Aumento 400X) (G e H,
detalhes ampliados) Ndcleos das células corados com DAPI (Nu).
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IMU-COLYV 45D CT 45D

Figura 18- Imunofluorescéncia da colocaliza¢édo do coldgeno | (Col I) e da alfa actina de musculo
liso (a-AML) na pele de camundongos dos grupos IMU-COLV 45 dias e CT-45 dias. Em (A)
identificamos (verde) a expressao do colageno do tipo | obedecendo um padrdo heterogéneo
associado a fragmentacao fibrilar, distribuido na derme papilar (DP) e reticular (DR) do grupo
IMU-COLYV 45 dias, quando comparados ao grupo CT- 45 dias (B). Em (C), demonstramos um
aumento da fluorescéncia (vermelho) para a-AML, que se apresenta mais evidente no citoplasma
das células da parede de vasos, na camada subepitelial dos anexos cutaneos (Anx). No grupo
CT-45 dias (D) identificamos a a-AML na parede de vasos (V), capilares dérmicos (Cap) e
auséncia nos anexos cutaneos (Anx). A colocalizagédo do Col I/ a-AML (E e G), mostra ha derme
papilar (DP) e reticular (DR) do grupo IMU-COLV 45 dias, areas comuns com intensa
fragmentagéo e expresséo de colageno | e de a-AML, que difere do padrdo da matriz fibrilar e da
ténue expressédo de a-AML no grupo CT-45 dias (F e H). (Aumento 400X) (G e H, detalhes
ampliados). Nucleos das células corados com DAPI (Nu).
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IMU-COLV 45D

Figura 19 - Imunofluorescéncia da colocalizacdo do colageno V (Col V) e da alfa actina de
musculo liso (a-AML) na pele de camundongos dos grupos IMU-COLV 45 dias e CT-45 dias. Em
(A) identificamos (verde) a expressédo do colageno do tipo V (Col V) na regido dermo-epidérmica
do tecido cutaneo, na parede dos vasos (V) e intenso depésito envolvendo os anexos cutaneos
no grupo IMU-COLV 45 dias, quando comparamos com o grupo CT-45 dias (B). Em (C),
demonstramos um aumento da fluorescéncia (vermelho) para a-AML, que se apresenta mais
evidente no citoplasma das células da parede de vasos (V), na camada subepitelial dos anexos
cutédneos (Anx). No grupo CT-45 dias (D) identificamos a a-AML na parede de vasos (V),
capilares dérmicos (Cap) e auséncia nos anexos cutaneos (Anx). A colocalizagédo do Col V/ a-
AML (E e G), mostra na derme papilar (DP) do grupo IMU-COLYV 45 dias, intensa expressao de
colageno V e de a-AML, na regidao dermo-epidérmica e no subepitélio dos anexos cutaneos,
quando comparamos com o grupo CT-45 dias (F e H). (Aumento 400X) (G e H detalhes
ampliados). Nucleos das células corados com DAPI (Nu).
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Ainda, quando analisamos a colocalizacéao do Col | e Col lll (Figura 20 E-
G), no grupo IMU-COLV 120 dias, evidenciamos a fluorescéncia para os dois
tipos de colageno juntos, sugerindo uma forte interacéo entre as fibras e inicio
do processo de remodelamento tecidual, o que n&do € observado no grupo CT
(Figura 20 F-H). No grupo IMU-COLYV 120 dias, o padrdo morfolégico do Col |
(Figura 20 A) e do Col lll (Figura 20 C), também obedeceram ao mesmo padrao
fibrilar descrito na (Figura 8 F) e (Figura 9 F), entretanto , na Figura 20 G,
observamos que o Col | de padrao fibrilar fragmentado ocupa a mesma
localizacéo das fibras de Col lll, resultando em uma rede densa e desorganizada
na derme papilar, constituida de Col | e Col lll, indicando o desenvolvimento do
processo fibrotico na derme, no grupo IMU-COLV 120 dias (Figura 20 E e G).

Na Figura 21 E e G, observamos que a rede densa composta de Col |
(Figura 20 A) e Col lll (Figura 20 C), também é constituida de fibras de Col V,
principalmente nas regides de intensa fragmentacéo do Col | (Figura 21 A, E e
G), 0 que nao ocorre no grupo CT (Figura 21 B, F e H). No que refere ao padréo
fibrilar do Col I (Figura 21 A) e do Col V (Figura 21 C), foi sustentado o0 mesmo
padrao descrito na (Figura 8 F) e (Figura 9 F).

Quando avaliamos, no grupo IMU-COLV 120 dias, a colocalizacdo de
células positivas para a-AML e Col |, observamos intensa positividade para a-
AML na parede dos vasos e capilares (Figura 22 C), em comparacao ao grupo
CT (Figura 22 D), além de aumento na expresséao do Col |, predominantemente
envolvendo os anexos cutaneos da derme reticular (Figura 22 A), quando
comparamos ao grupo CT (Figura 22 B), sugerindo mais uma vez a participacéo
dos miofibroblastos (a-AML*) na evolugdo do processo de remodelamento
cutdneo nos animais do grupo IMU-COLV 120 dias. Analisando a
imunomarcacao para células a-AML* e o Col V, no grupo IMU-COLV 120 dias,
detectamos a-AML* envolvidas pelas fibras de Col V (Figura 23 E e G), 0 que

nao observamos no grupo CT (Figura 23 F e H).
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Figura 20 — Imagens representativas da colocaliza¢do do colageno dos tipos | (Col I) e 1l (Col
I1l) imunomarcados na pele de camundongos dos grupos IMU-COLYV 120 dias e CT-120 dias. Em
(A) identificamos em verde fluorescente a distribuicdo das fibras de colageno do tipo | (Col I)
ocupando a derme papilar e reticular no grupo IMU-COLV 120 dias. Notar o aumento da
expressdo das fibras de colageno | (Col 1) (setas) na derme papilar (DP) e reticular (DR),
formando uma rede densa composta de fibras fragmentadas de colageno I, quando comparamos
ao grupo CT- 120 dias (B). Em (C), identificamos um aumento do vermelho fluorescente na
derme papilar (DP) e reticular (DR), que se intensifica na parede de vasos (V), capilares (Cap) e
anexos (Anx) no grupo IMU-COLV 120 dias, quando comparado ao grupo CT-120dias (D). Em
(E e G) mostramos aumento da formacéo de fibras constituidas de colageno dos tipos | (Col I) e
Il (Col Ill), em verde-alaranjado, processo que se intensifica no grupo IMU-COLYV 120 dias, em
relacdo ao grupo CT-120 dias (F e H). (Aumento 400X) (G e H detalhes ampliados). Nucleos
das células corados com DAPI (Nu).
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Figura 21 - Imagens representativas da colocalizagao do colageno dos tipos | (Col I) e V (Col V)
imunomarcados na pele de camundongos dos grupos IMU-COLV 120 dias e CT-120 dias. Em
(A) observamos em verde fluorescente a expressao das fibras de colageno do tipo | (Col I) na
derme papilar (DP) e reticular (DR) no grupo IMU-COLV 120 dias. Identificamos intensa
fluorescéncia para colageno | (seta) na derme papilar (DP), reticular (DR) e aumento acentuado
da fragmentacao das fibras de colageno | (seta) entre as fibras mais espessas do colageno |,
quando comparamos ao grupo CT-120 dias (B). Em (C), observamos aumento da fluorescéncia
(vermelho) para o colageno do tipo V (Col V), distribuido na regido dermo-epidérmica da pele e
na parede dos vasos (V), da derme papilar (DP) e reticular (DR), capilares (Cap) e anexos (Anx)
do grupo IMU-COLYV 120 dias em relagdo ao grupo CT-120 dias (D). Em (E e G) observamos em
vermelho-alaranjado, aumento da formacdo de fibras compostas por colageno | e V, quando
comparamos ao grupo CT-120 dias (F e H). (Aumento 400X) (G e H detalhes ampliados).
Nucleos das células corados com DAPI (Nu).



62

IMU-COLV 120D CT 120D

(_:ol |

a-AML

50pum

%
'
< "}9? '“.".l

Merge

Figura 22 - Imunofluorescéncia da colocalizagéo do colageno | (Col I) e da alfa actina de musculo
liso (a-AML) imunomarcados na pele de camundongos dos grupos IMU-COLYV 120 dias e CT-
120 dias. Em (A) identificamos (verde) a expressao do colageno do tipo | obedecendo um padrédo
heterogéneo associado a fragmentacao fibrilar, distribuido na derme papilar (DP) e reticular (DR)
do grupo IMU-COLV 120 dias, quando comparados ao grupo CT- 120 dias (B). Em (C),
demonstramos um aumento da fluorescéncia (vermelho) para a-AML, que se apresenta mais
evidente no citoplasma das células da parede de vasos, na camada subepitelial dos anexos
cuténeos (Anx). No grupo CT-120 dias (D) identificamos a a-AML na parede de vasos (V),
capilares dérmicos (Cap) e nos anexos cutaneos (Anx). A colocalizacdo do Col I/ a-AML (E e G),
demonstra na derme papilar (DP) e reticular (DR) do grupo IMU-COLYV 120 dias, areas comuns
com intensa fragmentacéo e expressao de colageno | e de a-AML, quando comparamos ao grupo
CT-120dias (F e H). (Aumento 400X) (G e H detalhes ampliados). Nucleos das células corados
com DAPI (Nu).
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Figura 23- Imunofluorescéncia da colocalizagdo do colageno V (Col V) e da alfa actina de
musculo liso (a-AML) imunomarcados na pele de camundongos dos grupos IMU-COLV 120 dias
e CT-120 dias. Em (A) observamos em verde fluorescente a intensa expresséo do colageno do
tipo V (Col V) naregido dermo-epidérmica do tecido cutaneo, na parede dos vasos (V) e intenso
depdsito envolvendo os anexos cutaneos no grupo IMU-COLV 120 dias, quando comparamos
com a ténue expressdo no grupo CT- 120 dias (B). Em (C), demonstramos um aumento da
fluorescéncia (vermelho) para a-AML, que se apresenta mais evidente no citoplasma das células
da parede de vasos (V), nos anexos cutaneos (Anx). No grupo CT-120 dias (D) identificamos a
a-AML na parede de vasos (V), capilares dérmicos (Cap) e auséncia nos anexos cutaneos (Anx).
A colocalizacéo do Col V/ a-AML (E e G), mostra na derme papilar (DP) do grupo IMU-COLYV 120
dias, intensa expresséao de colageno V e de a-AML, nos vasos (V) e nos anexos cutaneos (Anx),
quando comparamos com o grupo CT-120 dias (F e H). (Aumento 400X) (G e H detalhes
ampliados). Nucleos das células corados com DAPI (Nu).
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5.8 Avaliacdo da expresséo das proteinas da matriz extracelular em
fibroblastos dérmicos do modelo IMU-COLV

Os fibroblastos reproduzem importantes alteracbes moleculares,
responsaveis pelo fenotipo pro-fibrético observado na ES, portanto analisamos
in vitro essas células, provenientes do tecido cutaneo do grupo IMU-COLV 120
dias. Na Figura 24 (A-B) mostrou-se a expressao, evidenciada pela
fluorescéncia, de Col | e Col Il nos fibroblastos dérmicos do IMU-COLV 120 dias,
com um padréo granular citoplasmatico. Além disso, observa-se uma intensa
marcacgao do Col V, com padrao granular, que se estende em todo o citoplasma
dos fibroblastos (Figura 24 C). Ainda, na Figura 24 D observa-se uma intensa

marcacgao para a-AML, em todo citoplasma das células.
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IMU-COLV

Figura 24 - Expressao do Col I, Col Ill, Col V e a-AML em fibroblastos de pele do grupo IMU-
COLV 120 dias. A imunofluorescéncia em verde mostra a expressao dessas proteinas no
citoplasma dos fibroblastos. Os nlcleos das células sdo visualizados em azul, corados com

DAPI.



66

5.9 Analise da expressédo das proteinas da matriz extracelular em
fibroblastos dérmicos estimulados com Col V

Para avaliar a acdo do Col V na fibrilogénese da pele, foram realizados
ensaios in vitro, com cultura de fibroblastos cutaneos de camundongo controle,
estimulados com diferentes concentracdes de Col V (25 pg/ml, 50 uyg/ml e 100
Mg/ml), por 24 e 48 horas. Ainda, a expressao de colageno dos tipos I, lll e V em

cultura foi avaliada por imunofluorescéncia indireta.

Apbs 24 horas do estimulo com Col V, ndo houve diferenca na expressao
do Col I. Entretanto, observou-se maior expressao de Col | apds 48 horas, com
98% das células positivas, quando os fibroblastos foram estimulados com Col V,
na concentragao de 25 pg/ml (568,8 + 55,89 vs 321,8 vs 25,74, p= (p=0,0425).
Ja nas demais concentracdes, 50 ug/ml e 100 ug/ml, ndo houve diferenga na

expresséao de Col | (Figura 25).

Apbs 24 horas, o Col Il foi expresso por 99% das células, sendo a
expressdo aumentada, de um modo dose dependente do estimulo dos
fibroblastos com Col V, para as concentragdes de 25 ug/ml (3262,0 + 348,3 vs
614,0 £64,90, p= 0,0125) € 50 pug/ml (4941,0 + 557,7 vs 614,0 £64,90, p=0,0030).
Em 48 horas ap0s o estimulo com Col V, também houve aumento de Col lll, de
modo dose dependente, nas concentracdes de 25 pg/ml (4330,0 £ 416,2 vs
501,3 + 24,89, p= 0,0003), 50 pg/ml (6903,0 + 55,89 vs 501,3 + 24,89, p<0,0001)
e 100 pg/ml (8063,0 + 169,3 vs 501,3 + 24,89, p<0,0001); sendo
respectivamente, 99%, 100% e 100% a porcentagem de células positivas para
Col 11l (Figura 26).

Em relagdo a expressao do Col V, houve aumento apds 24 horas, sendo
dose dependente nas concentragdes de 25 pg/ml (4279,00 £ 327,1 vs 1716,0 +
0,000, p=0,0116) e 50 ug/ml (5562,0 + 530,4 vs 1716,0 + 0,000, p=0,0036), com
99% de células positivas para ambas as concentracbes. Também houve um
aumento na expresséao de Col V, apos 48 horas do estimulo, nas concentracdes
de 25 pg/ml (5804,0 + 600,2 vs 1887,0 + 86,05, p= 0,0254), 50 ug/ml (7315,0 +
342,0 vs 1887,0 £ 86,05, p=0,0079) e 100 pg/ml (8901,0 + 1407,0 vs 1887,0 +
86,05, p=0,0030), com 99% de células positivas para todas as concentracdes

(Figura 27). Aléem disso, é possivel observar pelas imagens representativas, que
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tanto o Col lll (Figura 26 C-D) quanto o Col V (Figura 27 C-D) mudaram a sua
conformacgao, formando uma “espécie” de agregado de fibras nas maiores

concentragoes.
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Figura 25 - Expressédo de colageno tipo | em fibroblastos de pele de camundongo controle,
estimulados com Col V. A imunofluorescéncia em vermelho mostra a expressao de colageno tipo
I no citoplasma de fibroblastos néo estimulados com Col V (controle) (A) e estimulados com as
concentracdes de 25 pg/ml (B), 50 pg/ml (C) e 100 pug/ml (D) de Col V. Os nucleos das células
sdo visualizados em azul, corados com Hoechts 33342. Os graficos da analise da expressao de
Colageno |, apds 24 (E) e 48 (F) horas de estimulo dos fibroblastos com Col V, mostram que a
expressdao de colageno tipo | € tempo dependente, observando-se maior expresséo de Colageno
tipo |, apos 48 horas de incubagdo com uma concentragdo de 25ug/ml de Col V (*p=0,0425) (F).
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Andlise estatistica foi realizada por GraphPad Prism versédo 8; Anova one way, seguido pelo pos-

teste de Tukey.
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Figura 26 - Expressado de Colageno tipo Ill em fibroblastos de pele de camundongo controle,
estimulados com Col V. A imunofluorescéncia em verde mostra a expresséo de coladgeno tipo IlI
no citoplasma de fibroblastos nédo estimulados com Col V (controle) (A) e estimulados com as
concentracdes de 25 pg/ml (B), 50 pg/ml (C) e 100 pug/ml (D) de Col V. Os nucleos das células
sdo visualizados em azul, corados com Hoechts 33342. Os graficos da analise da expressao de
colageno Ill apos 24 (E) e 48 (F) horas de estimulo dos fibroblastos com Col V, mostram que a
expresséao de colageno tipo Ill, aumenta apos 24 horas e é dose dependente (24horas: 25 pg/mi
(*p=0,0125) e 50 pg/ml (**p=0,0030); 48 horas: 25 pg/ml (***p= 0,0003), 50 pg/ml (****p<0,0001)

e 100 pg/ml (****p <0,0001)).

8; Anova one way, seguido pelo pés-teste de Tukey.

Analise estatistica foi realizada por GraphPad Prism versao
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Figura 27 - Expressédo de Col V em fibroblastos de pele de camundongo controle, estimulados
com Col V. A imunofluorescéncia em verde mostra a expressdo de Col V no citoplasma de
fibroblastos ndo estimulados (controle) (A) e estimulados com as concentracdes de 25 pug/ml (B),
50 pug/ml (C) e 100 pg/ml (D) de Col V. Os nucleos das células séo visualizados em azul, corados
com Hoechts 33342. Os gréficos da andlise da expressao de Col V apos 24 (E) e 48 (F) horas
de estimulo de fibroblastos com Col V, mostram que a expresséo desta proteina, aumenta apos
24 horas e é dose dependente (24horas: 25 pg/ml (*p= 0,0116) e 50 pg/ml (**p=0,0036); 48
horas: 25 pg/ml (*p= 0,0254), 50 pg/ml (**p=0,0079) e 100 pg/ml (**p=0,0030)). Andlise
estatistica foi realizada por GraphPad Prism versdo 8; Anova one way, seguido pelo pos-teste
de Tukey.
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5.10 Analise da expressao da proteina a-AML em fibroblastos
dérmicos estimulados com Col V

A avaliacdo da diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos através
da imunomarcacdo para a-AML, também foi realizada nos ensaios in vitro, na
cultura de fibroblastos cutdaneos de camundongo controle, estimulados com
diferentes concentragdes de Col V (25 pg/ml, 50 pg/ml e 100 ug/ml), por 24 e 48
horas.

Foi possivel observar que apds 48 horas do estimulo houve um aumento
da expressao de a-AML, na concentracao de 25 ug/ml (568,80 + 55,89 vs 321,80
vs 25,74, p=0,0425), sendo 99% das células positivas. Ja para as demais
concentragdes 50 pg/ml e 100 ug/ml, ndo houve diferenga. Além disso, em 24
horas apés o estimulo com Col V n&do houve diferenga na expressao de a-AML
(Figura 28).
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Figura 28 - Expressdo da a-AML em fibroblastos de pele de camundongo controle. A
imunofluorescéncia em verde mostra a expressao de a-AML no citoplasma de fibroblastos ndo
estimulados com Col V (controle) (A) e estimulados com as concentracdes de 25 pg/ml (B), 50
pg/ml (C) e 100 pg/ml (D) de Col V. Os nlcleos das células sdo visualizados em azul, corados
com Hoechts 33342. Os gréficos da analise de fluorescéncia apds 24 (E) e 48 (F) horas de
estimulo de fibroblastos com Col V mostram que a expresséo de a-AML é tempo dependente,
observando-se uma maxima expressao de a-AML apds 48 horas de incubagdo com uma
concentracao de 25pg/ml de Col V (*p=0,0279) (F). Andlise estatistica foi realizada por GraphPad
Prism versao 8; Anova one way, seguido pelo pés-teste de Tukey.

5.11 Manifesta¢gdes Imunologicas

Quando avaliado a reatividade a componentes intracelulares por
imunofluorescéncia indireta (IFI) em células HEp-2, observou-se o

desenvolvimento de resposta imunoldgica a antigenos intracelulares, com 100%
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de positividade para a presenca de Fator Antinuclear (FAN) nos soros obtidos
em 30, 45 e 120 dias ap0s a imunizacgao, contra 28,57% de positividade nos

soros dos animais controle (Figura 29).

CT

IMU-COLV

Figura 29 - Padrbes representativos da pesquisa de Fator Antinuclear (FAN) por
imunofluorescéncia indireta em células HEp-2. Quando comparados aos soros dos animais
controle (A), os soros de animais imunizados (B) apresentaram uma fluorescéncia intensa,
obedecendo a um padrdo mais citoplasmético, com marcagédo densa (C) ou com pontilhados
grossos e finos (D).
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6. DISCUSSAO

A hipétese predominante da patogénese das doencas fibréticas, como a
ES, € que a fibrose resulta de uma resposta exagerada e inadequada de reparo
tecidual. Ainda, que a fibrose é a consequéncia da acdo de agentes que causam
a ativacdo de vias inflamatorias e processos de cicatrizacdo de feridas,
resultando no influxo e ativacdo de células inflamatorias e fibroblastos, liberacao
de mediadores pro-fibroticos e proteinas da MEC. Apesar dos grandes avancos
para se esclarecer a patogénese da ES, os fatores que levam a desregulacéo
persistente da inflamacédo e da fibrose permanecem pouco compreendidos, o
que dificulta o estabelecimento de novas abordagens terapéuticas. Nesse
contexto, se insere os modelos animais ‘in vivo” e “in vitro”.

No presente estudo, demonstramos que, apos 45 dias de imunizacao com
Col V, os animais desenvolvem fibrose na pele constituida de coldgeno dos tipos
| e lll, além de grandes quantidades de Col V. Essa despropor¢édo do Col V na
formacdo das fibras colagenas, pode ser resultante ndo s6 de mecanismos de
ativacao das proteinas da matriz, mas também por propriedades bioquimicas e
moleculares que o Col V apresenta, levando a diferenciacdo dos fibroblastos e
consequentemente alterando a producdo de colageno, que é a principal
caracteristica da ES(69).

O modelo experimental de ES induzido pela imunizagdo com Col V em
camundongos C57BL/6 foi estabelecido por Teodoro e col. em 2019, demonstrou
que, apés 120 dias de imunizacdo, os animais, apresentaram alteracfes
histol6gicas, imunolégicas e vasculares semelhantes a ES humana (67—
69,71,91). Foi sugerido que essas alteracbes eram resultantes do depdsito de
imunocomplexos circulantes (coldgeno V - anticolageno V) na superficie
endotelial, ocasionando lesdo endotelial, que expdem o Col V localizado logo
abaixo da membrana basal, anteriormente oculto, o qual atuaria como
neoantigeno, contribuindo para o processo inflamatério e caracterizando a
autoimunidade (68,91).

Baseado nessa hipétese, foram avaliadas as alteracdes cutaneas durante
a evolucao desse modelo experimental, bem como os mecanismos de agado do

Col V sobre a inducéo da fibrose tecidual. No modelo IMU-COLYV 15 dias, néo
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foram observadas alteracdes morfologicas na pele. No entanto, a partir de 30
dias, observa-se o inicio da diminuicdo da camada de adipdcitos. A evolucdo
desse processo resulta apos 45 e 120 dias em espessamento da pele, formacao
de agregados de fibras de colageno diminuicdo da camada adiposa, atrofia de
anexos cutaneos e espessamento da parede vascular. A avaliacdo da
progressdo desses eventos, com o0 tempo de imunizacdo, é de grande
importancia para o estudo ndo s6 da patogénese da ES, mas para intervir nas
terapias preventivas na doenca em humanos.

Até o0 momento, o modelo de ES induzido pela bleomicina em
camundongos € um dos mais utilizados para o estudo de fibrose cutanea.
Yamamoto e col., em 2010, desenvolveram esse modelo murino por injecdes
subcutaneas diarias de bleomicina, durante um periodo de 4 semanas (72).
Nesse modelo, as alteracdes cutaneas sao geralmente localizadas na area ao
redor do local da injecdo e permanecem pelo menos 6 semanas apos a
interrupcdo das injecdes de bleomicina (13). No modelo IMU-COLV, o
desenvolvimento da fibrose é diretamente proporcional ao tempo de imunizacéo
e nao apresenta regressdo do processo até 120 dias, ap0s a primeira
imunizacao. Ainda, utilizamos camundongos fémeas para a inducdo do modelo,
pois elas sdo mais suscetiveis as imunizacbes e porque a ES afeta
preferencialmente mulheres, visto que os hormdnios sexuais e sua variagao
ciclica durante os anos férteis tém impacto na resposta imune e, provavelmente,
influenciam no predominio da ES no sexo feminino (69,98).

Adicionalmente, os resultados bioquimicos da avaliacdo de 4-
hidroxiprolina mostraram que o teor de colageno total esta aumentado no grupo
IMU-COLYV 45 dias, indicando que apds 45 dias a pele ja apresenta depdsito de
colageno, como indicado pelos resultados histolégicos. A 4-hidroxiprolina € um
aminodacido que so esta presente na sequéncia das cadeias do colageno e € um
método muito utilizado para quantificar colageno tecidual em modelos
experimentais de doencas fibréticas, como a ES (99).

Por outro lado, quando se avaliou a expressao dos colagenos fibrilares na
derme do modelo IMU-COLV, foi observado um aumento significativo do
colageno dos tipos | e Il no grupo IMU-COLV 120 dias, em relagcdo aos grupos
IMU-COLV 15 e 30 dias. O Col | apresentou um padrao fibrilar fragmentado,
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unindo-se as fibras finas de Col Ill, e apresentando fibras mais espessas e
desorganizadas na derme. Esse resultado sugere uma forte ligacédo entre eles e
0 estabelecimento da fibrose. Ainda, mais uma vez consagrando nossa ideia,
observou-se um aumento de miofibroblastos no grupo IMU-COLV 120 dias,
sugerindo a participacdo dessas células no remodelamento cutadneo nesse
modelo e mais, que essas células sdo responsaveis pela sintese de grandes
quantidades de colageno fibrilar dos tipos | e Il no processo de fibrose na ES
(100).

Quanto ao Col V, ele representa apenas 3 a 5% do colageno total no
tecido cutaneo normal e pode ocorrer em diferentes isoformas. Na pele, a
isoforma homotrimera do Col V, formada por trés cadeias de al(V), forma
microfibrilas que se ligam a grandes fibrilas de colageno | e desempenham o
papel de ponte entre a juncdo da interface dermoepidérmica. Ja a isoforma
heterotrimera, composta por duas cadeias al(V) e uma cadeia a2(V), €&
encontrada no interior das fibrilas mistas de Col | e Il e tem a fungao de regular
o didmetro dessas fibrilas heterotipicas (100).

Um dado interessante do estudo refere-se a expressado aumentada do Col
V no grupo IMU-COLYV 45 dias, que representaria uma fase mais inicial da fibrose
na pele dos animais (54,100). Ja no grupo IMU-COLV 120 dias, esse aumento
de Col V se mantém e obedece a um padrao fibrilar fino, além de intensa
interagdo com as fibras de colageno |, desenvolvendo uma densa malha fibrilar
na derme papilar, essa interacao poderia interferir na formacéo da matriz fibrilar
da pele e na sua funcéo. Esses resultados corroboram com estudos anteriores
do nosso grupo, que demonstraram que as fibras de Col | e Col V interagem com
os fibroblastos dérmicos de pacientes com ES, seguindo um padrédo espessado
e organizado em agregados irregulares, como observado no modelo IMU-COLV
(54). Ainda, nesse estudo, principalmente nos estagios mais iniciais da doenca,
a pele dos pacientes apresentava aumento da sintese do Col V e distor¢do do
seu padrao fibrilar e esse fato teve relacdo com a atividade da ES (54). Além
disso, de Morais e col., em 2022 sugeriram que a distribuicdo irregular da
isoforma homotrimera do Col V [a1(V)3] pode ter um papel fundamental na

alteracdo biomecéanica da pele, contribuindo para a rigidez e espessamento da
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pele na fibrose cutanea precoce relacionada a ES, juntamente com a isoforma
heterotrimera do Col V [a1(V)2 a2 (V)i].

Em relacdo a expressdo dos genes que codificam as cadeias dos
coladgenos fibrilares, ndo houve diferencas estatistica na expressdo dos genes
Collal e Col3al, respectivamente, das cadeias a1 do Col | e Col lll, entre os
grupos. Em contraste, o gene Col5al da cadeia a1 do Col V apresentou uma
expresséao significativa na pele dos animais IMU-COLV 15 dias, em relacéo ao
controle. Ainda, o gene Col5a2 para a cadeia a2 do Col V também apresentou
uma expressao significativa na pele dos animais IMU-COLV 15 dias, em relacéo
ao controle. Esses dados sugerem a participagao das cadeias a1 e a2 do Col V
no desenvolvimento da fibrose cutédnea. Corroborando esses dados, estudos
anteriores também demonstraram que a expressdo dos genes COL5AL e
COL5A2, responsaveis pelas cadeias de Col V, estava elevada na pele de
pacientes com ES precoce (54).

O aumento da expressao do gene COL5A2 também foi observado em
pacientes com doenca pulmonar intersticial relacionada ao estagio avancado da
ES, indicando que essa proteina pode desempenhar um papel importante no
tecido pulmonar em pacientes com ES (64). O gene COL5A2 também apresenta
aumento em outras doencas, como 0 cancer gastrico. Estudos recentes
identificaram alta expressdo de COL5A2 em canceres gastricos associados ao
estagio avancado de tumor, nédulo e metastases. Ainda, foi sugerido que o
COL5A2 regule processos relacionados com a disfuncdo da MEC, podendo
ativar o desenvolvimento do tumor (101).

Em relacdo a ativacdo endotelial e apoptose celular, observamos, além
do aumento da positividade para VEGF e caspase-3 no endotélio e na derme,
também o aumento significativo de Col V na pele dos camundongos do grupo
IMU-COLYV 45 dias, sugerindo que esse fato possa estar relacionado a mais uma
das funcbes do Col V, como a capacidade de promover apoptose celular
endotelial, via ativacdo da caspase-3 (102). Estudos anteriores do nosso grupo
demonstraram que a imuniza¢cdo com Col V em camundongos C57BL/6 induziu
apoptose endotelial nos vasos do pulmé&o (69). Ainda, foi encontrada uma
correlacdo positiva entre a expressao do Col V e a apoptose celular endotelial

nos pulmades de pacientes com ES (63). Considerando esses achados, mais uma
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vez, a hipétese de que os fibroblastos e o endotélio podem ser ativados por
proteinas da matriz € sugerida pelo fato de que, embora o processo inflamatorio
na pele esclerodérmica néo seja intenso, ha um consenso sobre a participacao
das proteinas da matriz nas vias de sinalizacao celular na ES (103,104).

Ainda, a positividade para VEGF no modelo IMU-COLV é de grande
relevancia, ja que o VEGF é considerado um mediador de vasculopatia na ES.
Estudos em camundongos transgénicos, que desenvolvem fibrose cutanea
espontaneamente, tém expressao aumentada de VEGF e apresentam intensa
formacdao de fibrose (105).

Por outro lado, também observamos nos grupos IMU-COLV 45 e 120
dias, aumento significativo do Col | e lll e da a-AML. Esses resultados reforgam
a ideia do papel da ativagdo endotelial no modelo IMU-COLV. E estabelecido
gue um aspecto importante no estudo da patogénese da ES sao as
caracteristicas vasculares, ndo s6 porque estdo quase sempre presentes, mas
também porque sédo indicativos para suspeita do diagnostico no curso inicial da
doenca, podendo preceder outras manifestacbes como a fibrose (76,79,106).

Para esclarecer o mecanismo que resulta na formacao fibrilar alterada e
fibrose na ES, avaliamos um modelo “in vitro” utilizando fibroblastos cutaneos,
provenientes do grupo IMU-COLV 120 dias, que nos resultados teciduais
apresentaram o perfil fibrilar mais alterado.

Sabe-se que fibroblastos sé@o células importantes no processo de
producdo dos componentes da MEC. Além disso, respondem a sinais quimicos,
gue ativam a proliferacéo e diferenciacao celular, principalmente a diferenciacdo
em miofibroblastos. Essas células sao responsaveis pela deposi¢cdo excessiva
de colageno durante o processo de cicatrizacdo. Porém, em varias doencas,
como a ES, ocorre o aumento na proliferacdo de fibroblastos e diferenciacdo em
miofibroblastos (17,20). Com isso, em nosso estudo, avaliamos a expressao de
vimentina para fibroblastos e a-AML para miofibroblastos, consideradas
proteinas que identificam esses fenotipos celulares.

Em relacdo a expressédo de vimentina, ndo houve diferenca significativa
nos tempos estudados, ao contrario da expressdo de a-AML, onde obtivemos
um aumento significativo no grupo IMU-COLYV 120 dias, em relagéo aos demais

tempos. Esse dado sugere que os fibroblastos provenientes da pele dos animais
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do grupo IMU-COLV 120 dias apresentaram intenso processo de diferenciacao
celular para miofibroblastos, hipétese justificada pela significativa positividade
para a-AML, caracteristica importante presente na ES (106).

Ainda, esses resultados justificam a intensa expressdo dos coldgenos
fibrilares, identificados na derme do modelo IMU-COLYV nos periodos estudados,
sendo essas células responsaveis por sintetizarem grandes quantidades de
colageno fibrilar do tipo | e Il no processo de fibrose na ES (100).

Além disso, observamos que na pele dos animais dos grupos IMU-COLYV,
45 e 120 dias, o Col V apresentou um padrao fibrilar fino e intensa interacdo com
as fibras de Col I, desenvolvendo uma densa malha fibrilar na derme, sugerindo
uma alteracdo especifica na fibrilogénese do Col V. Ainda, o Col V como ja
descrito, pode ocorrer em diferentes isoformas e alteragdes no padréao normal de
expressdo dessa proteina, pode gerar mudancas na biomecéanica do tecido
cutaneo (100).

Quando analisado “in vitro” a producao do Col V em fibroblastos dérmicos
do grupo IMU-COLV 120 dias, foi confirmado o aumento da expressao dessa
proteina. Este resultado foi semelhante ao observado quando os fibroblastos
normais de camundongo foram estimulados com o Col V. Vale ressaltar, que nos
ensaios in vitro, verificou-se que o estimulo com Col V é dose dependente, ou
seja, fibroblastos estimulados com menores concentracdes de Col V apresentam
uma producéo maior de Col | e de a-AML, e sem alteracéo fibrilar do Col lll e V.
Por outro lado, o estimulo com concentracdes mais altas de Col V resultou em
maior producao de Col Il e Col V, caracterizando uma estrutura fibrilar agregada
que sugere uma fibrilogénese alterada, possivelmente devido a copolimerizacdo
entre as fibrilas de Col V e agregacdo com fibras de outros tipos de colageno.

Esses achados corroboram com um estudo anterior do nosso grupo, onde
avaliamos “in vitro” a reconstrugao tridimensional de Col I, Col Ill e Col V em
fibroblastos dérmicos de pacientes com ES. Nesse estudo, as fibras do Col V
foram espessadas, distorcidas e organizadas em agregados densos, quando
comparados ao controle normal (54).

Além disso, outros estudos indicaram que a derme papilar humana normal
apresenta um aumento de Col V, especialmente na presenca de células

indiferenciadas que produzem uma quantidade significativa deste colageno. Este
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fendbmeno forma um nicho onde o proprio Col V mantém essas células nesse
estado indiferenciado. Em contraste, na derme reticular, hA um nimero menor
dessas células e uma quantidade reduzida de Col V, com predominéncia de Col
| formando fibrilas espessas. Essas diferencas destacam a importancia do Col V
no processo de diferenciacao celular (107).

Em nosso estudo, os fibroblastos saudaveis estimulados com uma
concentracdo de 100 ug de Col V expressaram uma quantidade menor de a-
AML, resultando proporcionalmente em uma sintese menor de Col | em relagéo
ao Col Ill e V. Esse fato pode estar relacionado com a conformacéo fibrilar
anbmala que observamos no estudo “in vitro”. Sabendo que o Col V regula o
diametro da fibrila, sugerimos que sua estrutura molecular se modifica,
possivelmente pela ativagéo do gene Col5a2.

Ainda, quando avaliamos a reatividade a componentes intracelulares por
imunofluorescéncia em células HEp-2, observamos o desenvolvimento de
resposta imunolégica com 100% de positividade para presenca de fatores
antinucleares nos soros obtidos em 30, 45 e 120 dias.

Nesta fase do modelo, ha um aumento da autoimunidade para o Col V e
seus peptideos. Recentemente, um estudo do nosso grupo revelou alta
prevaléncia de autoimunidade contra a cadeia a1(V) na ES nos estagios iniciais
da doenca, além de uma reatividade imunolégica significativa contra os
peptideos Col5A1 (1.049) e Col5A1 (1.439) da cadeia a1(V) no soro desses
pacientes. Isso sugere uma possivel associacdo desses peptideos com a
autoimunidade contra Col V na ES (108). Além disso, varios estudos tém
demonstrado que a autoimunidade contra Col V é predominantemente
direcionada para a cadeia a1(V) (61,62,109,110).

Esses achados “in vivo” e “in vitro” sugerem que Col V participa dos
processos celulares anébmalos encontrados na ES, possivelmente interferindo na
sintese e na sinalizacao celular de fibroblastos dérmicos, devido a mudancas na

sua conformag&o molecular e a ativagéo génica.
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7. CONCLUSAO

Os achados desse estudo mostraram que o modelo IMU-COLV
desenvolve uma fibrose na pele apos 45 dias de imunizacao constituida de Col
[, Ill e grandes quantidades de Col V. Esse estudo sugere que essa alteracao na
proporcéo fibrilar pode ser resultante ndo s6 dos mecanismos de ativagdo das
proteinas da matriz, como o Col V, mas também pela reatividade imunoldgica
levando a diferenciacdo dos fibroblastos e consequentemente alterando a

producado de colageno, que € a principal caracteristica da ES.
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