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RESUMO

SILVA, Amanda Couto. Papel dos linfocitos B-1 na imunopatogénese do LuUpus
eritematoso sistémico. 2021. 86p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) -
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

O Lupus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca autoimune crénica que acomete
caes, gatos, cavalos, humanos e primatas. A patogénese € multifatorial, estando associado a
fatores genéticos, hormonais e ambientais. O LES leva a deposi¢do de complexos imunes em
articulacdes e diversos orgdos resultando em manifestagcGes clinicas. A participacdo dos
linfécitos T e B € crucial para a patogénese da doenca. Linfocitos B-1, uma subpopulacéo de
células B, possuem caracteristicas que podem contribuir com a patogénese de doencas
autoimunes pois sdo capazes de secretar citocinas como IL-10 exercendo uma acéo
moduladora tanto da resposta inflamatéria aguda como cronica, apresentam antigenos as
células T, participam da imunidade inata e adaptativa e sdo as principais produtoras de
anticorpos naturais. O entendimento do papel das células B-1 na imunopatogénese do LES
pode abrir frentes de estudos sobre estratégias de imunoterapias que possibilitem o controle
dessa doenca complexa e multifatorial. O presente trabalho avaliou o papel das células B-1 na
imunopatogénese do LES utilizando o modelo de inducdo pelo pristane. LES foi induzido em
camundongos fémeas BALB/c, XID (deficientes em B-1) e XID repopulados com B-1. Os
animais foram avaliados por seis meses. Verificamos que, BALB/c pristane e XID
repopulados com B-1 apresentaram sinais caracteristicos da doenca como, formacdo de
lipogranulomas e esplenomegalia. Em destaque, BALB/c pristane também apresentou ascite,
edema articular, artrite, lesdo renal com deposicdo de imunocomplexo. No baco, os animais
BALB/c tiveram maior porcentagem de células B (CD19%, IgM*), BALB/c pristane de T CD8
(CD3",CD8"), enquanto XID pristane teve aumento T CD4 (CD3",CD4"). No lavado
peritoneal, apds indugdo com pristane houve diminuicdo de células B (CD19", IgM*) e
aumento de Bla (CD19" IgM* CD5") em BALBI/c pristane. No sangue periférico, BALB/c
apresentou maior quantidade de linfécitos, XID apresentou um perfil neutrofilico, e em todos
0s grupos com LES houve aumento de mondcitos. As citocinas 1L-10, IL-6 e IFN-y foram
aumentadas nos BALB/c e XID repopulados. Com base nesses resultados, sugerimos que a
presenca de células B-1 pode contribuir com o desenvolvimento do LES.

Palavras-chave: Linfécitos B-1; lUpus eritematoso sistémico; imunomodulacéo;
autoimunidade



ABSTRACT

SILVA, Amanda Couto. Role of B1 cells in the immunopathogenesis of systemic lupus
erythematosus. 2021. 86p. Dissertation (Master of in Veterinary Science). Institute of
Veterinary - Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune disease that affects dogs, cats,
horses, humans and primates. The pathogenesis is multifactorial, being associated with
genetic, hormonal and environmental factors. SLE leads to deposition of immune complexes
in joints and various organs, resulting in clinical manifestations. The participation of T and B
lymphocytes is crucial for the pathogenesis of the disease. B-1 lymphocytes, a subpopulation
of B cells, have characteristics that may contribute to the pathogenesis of autoimmune
diseases through the secretion of cytokines such as IL-10 exerting a modulating action on
both the acute and chronic inflammatory response, presenting antigens to T cells, participating
of innate and adaptive immunity and are the main producers of natural antibodies.
Understanding the role of B-1 cells in SLE immunopathogenesis may open new fronts for
studies on immunotherapeutic strategies to control this complex and multifactorial disease.
The present work evaluated the role of B-1 cells in the immunopathogenesis of SLE using the
pristane induction model. SLE was induced in BALB/c, XID (B-1 deficient) and XID mice
repopulated with B-1. The animals were evaluated for six months. We found that BALB/c
pristane and XID repopulated with B-1 showed characteristic signs of the disease, such as
lipogranuloma formation and splenomegaly. Notably, BALB/c pristane also presented ascites,
joint edema, arthritis, kidney damage with immune complex deposition. In the spleen, animals
BALB/c had a higher percentage of B cells (CD19*, IgM*), BALB/c pristane T CD8 (CD3",
CD8"), while XID pristane had increased T CD4 (CD3",CD4"). In the peritoneal lavage, after
induction with pristane, there was a decrease in B cells (CD19%, IgM*) and an increase in Bla
(CD19%, IgM CD5") in BALB/c pristane. In peripheral blood, BALB/c had a higher number
of lymphocytes, XID had a neutrophilic profile, and all groups with SLE showed an increase
in monocytes. The cytokines IL-10, IL-6 and IFN-y were increased in BALB/c and XID
repopulated that developed SLE. Based on these results, we suggest that the presence of B-1
cells may contribute to the development of SLE.

Key words: B-1 lymphocytes; systemic lupus erythematosus; immunomodulation;
autoimmunity
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1 INTRODUCAO

O Llpus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca autoimune grave e
subdiagnosticada no Brasil. Segundo dados provenientes do Departamento de informética do
Sistema Unico de Satde (DATASUS), no Brasil, o nimero de casos de pacientes com LES
aumentou em 3,43 vezes de 2009 a 2018. Esse aumento esté relacionado com um melhor
entendimento da doenca associado ao diagnoéstico eficaz. Dessa forma, o conhecimento da
patogénese contribui para o diagnostico e tratamento precoce da doenga reduzindo a chance
de complicacdes cronicas e mortalidade (TEDDE-FILHO; NUNES, 2021).

O LES é uma doenga autoimune crbnica caracterizada pela producdo de
autoanticorpos e deposicdo de complexo imunes (Cl), que afeta diversos 6rgaos como rins,
cérebro, pulméo, pele e articulagbes (TSOKOS et al., 2016). Pode ser observado em diversas
espécies de mamiferos, incluindo humanos e outros primatas, cdes (LEWIS et al., 1965),
gatos (LUSSON et al., 1999) e cavalos (GEOR et al, 1990). No entanto, os camundongos séo
0s modelos experimentais mais utilizados para estudos sobre a etiologia, desenvolvimento e
tratamento do LES (FREITAS et al 2017).

Modelos de animais de LES induzidos sdo bem documentados na literatura, no qual
uma unica injecao intraperitoneal do dleo de hidrocarboneto como Pristane em camundongos
saudaveis, é capaz de desencadear manifestagdes clinicas similares ao LES em humanos. Com
isso, esse modelo permite um melhor entendimento da patogénese da doenca (FREITAS et al
2017).

Diversos fatores contribuem para a ocorréncia do LES como fatores genéticos,
ambientais e acredita-se que fatores hormonais. Entretanto, a patogénese do LES é complexa
e permanece desconhecida. A quebra da auto tolerdncia desempenha um papel critico na
ocorréncia da doenca. Respostas imunes inatas e adaptativas contra os autoantigenos induzem
producdo de autoanticorpos e deposicdo de complexos imunes (CI) nos tecidos levando a
ativacdo do sistema complemento e o acumulo de neutréfilos, mondcitos e linfécitos
autorreativos (TSOKOS et al., 2016). Também, ha a participacdo e aumento de citocinas
inflamatorias como interleucina 6 (IL-6) e Interferon gama (IFN-y). Diferentemente, citocinas
anti-inflamatérias como interleucina 10 (IL-10) também se encontram aumentadas
(RUCHAKORN et al., 2019).



Os linfécitos T contribuem para a patogénese do LES de varias maneiras, como por
exemplo, direcionando o tipo de inflamacdo baseado na instrucdo recebida pelas citocinas
liberadas por células dendriticas (DC), amplificacdo de respostas incluindo a ativacdo de
linfocitos B autorreativos e subsequente producdo de autoanticorpos. Diferentes
subpopulagdes de linfocitos T sdo relevantes no LES, tais como linfécitos T foliculares (Tf),
linfécitos T reguladoras (Treg), linfocitos T auxiliares (Th) como Th17, Thl e Th2 (CHOI et
al., 2016; YULIASIH; RAHMAWATI; PUTRI, 2019). Embora a participacdo de linfocitos T
no LES ainda necessite de muito esclarecimento, o papel de orquestrar a patogénese pode
estar intimamente relacionada a dependéncia das linfécitos B em interagir com linfocitos T
para a ativacdo (SHARABI; KASPER; TSOKOS, 2018).

Os linfocitos B possuem um papel central no LES, pois ao serem ativados se
diferenciam em plasmdcitos sendo os principais produtores de autoanticorpos. Os
autoanticorpos marcam de forma contundente a patologia, na qual a presenca de ANA
(anticorpo antinuclear) foi recentemente apresentada como critério de classificacdo do LES,
corroborando com a ideia de que os plasmacitos autorreativos representam um pré-requisito
para o estabelecimento da doenca (ARINGER et al., 2019).

Os linfocitos B estdo divididos em duas popula¢Ges majoritarias: os linfocitos
B-1 e os linfocitos B-2 (convencionais). No entanto, quase nada se sabe sobre o papel dos
linfocitos B-1 na patogénese do LES. Os linfocitos B-1 foram descritos em 1983 como uma
subpopulagdo de linfécitos B (HAYAKAWA et al, 1983). Apresentam inumeras
particularidades quando comparados aos linfocitos convencionais, como caracteristicas
fenotipicas, ontogénicas e funcionais unicas (MONTECINO-RODRIGUEZ; DORSHKIND,
2006). O fendtipo de superficie dos linfocitos B-1 € caracterizado pela expressdo de CD45R
(B220)*2™@ |gM de superficie (sigM)3? IgD de superficie (slgD)?®*® e CD19%" Estio
subdivididos em B-1a e B-1b de acordo com a expressdo de CD5. Células B-1a expressam a
molécula CD5 enquanto que as B-1b ndo expressam (TUNG et al., 2004). Os linfocitos B-1
secretam espontaneamente anticorpos naturais polirreativos que atuam como uma primeira
linha de defesa neutralizando uma variedade de agentes infecciosos antes mesmo da ativagao
da imunidade adaptativa (BAUMGARTH et al., 2000). Além dos anticorpos, os linfécitos B-1
sdo capazes de secretar uma variedade de moléculas com acdo imunomoduladora, como a
interleucina 10 (IL-10) e apds estimulacdo com LPS produzem IL-3 e GM-CSF entre outras
moléculas que sdo capazes de modular tanto a resposta inflamatoria aguda quanto a cronica

(CHOUSTERMAN; SWIRSKI, 2015). Além disso, desempenha a funcdo de apresentacdo de
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antigenos de forma eficiente as células T com expressdo de moléculas co-estimulatérias CD80
e CD86 de forma constitutiva na subpopulacdo B-1a (HIROSE et al., 2017).

A participacdo dos linfécitos B-1 na patogénese do LES, foi relatada através da
eliminacdo de linfocitos B-1 do periténio de camundongos (New Zealand Black x New
Zealand White) F1 que s@o predispostos geneticamente a desenvolverem o LES. A delecéo
dos linfécitos B-1 foi feita por choque hipotonico, e foi observado que a delecao de linfocitos
B-1 levou a diminuicdo da gravidade da doenca (MURAKAMI et al., 1995). Outro estudo
realizado na linhagem de camundongos CBA/N (XID) que séo deficientes em linfécitos B-1,
demonstrou uma menor inducdo de autoanticorpos por pristane, enquanto 23% dos controles
CBA/CalJ (fenétipo selvagem) tratados produziram anticorpos anti-nRNP/Sm, -Su e/ou -OJ
(isoleucyl tRNA sintetase). Além disso, a producdo de citocinas na cavidade peritoneal foi
predominantemente de IL-12 e IFN-y em camundongos tratados com pristane, enquanto IL-4
e IL-6 foram mais marcantes em camundongos ndo tratados. De um modo geral, os
camundongos CBA/N (XID) se mostraram mais refratarios no tocante a producdo de
autoanticorpos do que os camundongos CBA/Cal (SATOH et al., 2003).

O fato dos camundongos XID tratados com pristane terem apresentado uma menor
producdo de autoanticorpos sugere que a auséncia de linfocitos B-1 pode ter contribuido para

a protecdo desses animais no desenvolvimento do LES.

Os linfocitos B-1 sdo os principais produtores de anticorpos naturais. Esses anticorpos
funcionam como uma ponte entre a resposta imune inata e a adaptativa, fornecendo uma
defesa inicial contra microrganismos patogénicos (GRONWALL; VAS; SILVERMAN,
2012). Os anticorpos naturais sdo encontrados no soro de varios animais normais e humanos
na auséncia de imunizacdo ou infeccdo (BAUMGARTH, 2011). Desempenham funcGes
importantes na homeostase tecidual e na retirada de células senescentes e tumorais, na defesa
contra infeccdo, no desenvolvimento de células B e protecdo contra a aterosclerose
(GRONWALL; VAS; SILVERMAN, 2012; HARDY, 2006; SHAW et al., 2000). A IgM é o
principal isotipo (HOLODICK; RODRIGUEZ-ZHURBENKO; HERNANDEZ, 2017) e pode
estar direcionado contra multiplas especificidades, incluindo lipoproteina de baixa densidade
oxidada, fosfatidilcolina (PtC), fosforilcolina (PC), malondialdeido (MDA), cardiolipina
oxidada, 4-hidroxinonenal e Thy-1 (CD90), bem como antigenos associados (BINDER,;
SILVERMAN, 2005; CHOU et al., 2009; DIAZ-ZARAGOZA et al., 2015; KULIK et al.,



2009). Devido a um amplo espectro de especificidade, os anticorpos naturais tém sido
associados a doencas autoimunes (DUAN; MOREL, 2006).

Apesar da melhora na sobrevivéncia nas Gltimas décadas, o prognostico € dificultado
por danos nos Orgaos causados pela doenca e eventos adversos relacionados as terapias
convencionais. O estudo aprofundado da patogénese da doenca € crucial na busca de alvos
terapéuticos e novos biomarcadores do LES. Existe uma lacuna importante no entendimento
da participacao dos linfocitos B-1 no LES quanto a sua capacidade imunomoduladora. Além
de participarem como fontes de anticorpos naturais, os linfécitos B-1 secretam citocinas,
podem apresentar antigenos e desse modo, exercerem influéncia tanto na imunidade inata
quanto na imunidade adaptativa. O entendimento do papel dos linfécitos B-1 na
imunopatogénese do LES pode abrir frentes de estudos sobre estratégias de imunoterapias que
possibilitaria um controle mais seguro dessa doenga complexa e multifatorial. Nossa hipotese
é que a auséncia de linfocitos B-1 pode contribuir com a protecdo contra o LES. Nesses
animais, a producdo de anticorpos naturais seria bloqueada e a regulacdo de citocinas
diferenciada. Desse modo, é possivel que haja inibicdo do desencadeamento da doenca.

Baseados nessas consideragdes, foi escolhido o modelo de indugdo do LES em
camundongos da linhagem BALB/c e BALB/c XID (deficiente em linfécitos B-1) através do
inoculo de pristane (FREITAS; DE OLIVEIRA; MONTICIELO, 2017; HAN et al., 2015;
KALIM et al., 2018). Com isso, avaliou-se o papel dos linfécitos B-1 na imunopatogénese do
LES.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia

O LES acomete principalmente mulheres adultas na idade reprodutiva entre 15 a 40
anos, sendo muito mais comum em mulheres do que nos homens com uma propor¢ao
proxima de 9:1 (JIMENEZ et al., 2003). Essa susceptibilidade pode estar associada ao
cromossomos sexuais XX (SMITH-BOUVIER et al., 2008) e a hormonios esteroidais como
estrdgeno (LAFFONT; SEILLET; GUERY, 2017).

Mundialmente, a prevaléncia de LES em adultos variam de 30 a 150 por 100.000
habitantes e a incidéncia varia de 2,2 a 23,1 por 100.000 por ano. O LES esta associado a
grupos étnicos, nos quais individuos de ascendéncia africana, hispanica e asiatica apresentam
uma maior prevaléncia da doenga quando comparado aos caucasianos (DURCAN; DWYER,;
PETRI, 2019; LEWIS; JAWAD, 2016).

No Brasil, ha estudos da incidéncia do LES em diferentes regides do pais, como na
regido Sul, em Cascavel - Parana, onde foi analisado nos anos 2007 a 2008 uma incidéncia
estimada de 4,8 casos a cada 100.000 habitantes/ano sendo todos os casos femininos, com
uma idade média de 38 anos (NAKASHIMA et al., 2011). Outras regifes também foram
avaliadas, como o Nordeste, em Natal no Rio grande do Norte no ano de 2000, houve uma
incidéncia de 8,7 casos/100.000 habitantes/ano, sendo também a maioria dos casos em
mulheres (38 mulheres/5 homens) (VILAR; SATO, 2002). Em dados mais recentes, coletados
através do DATASUS, no periodo de 2009 a 2018, foi observado um maior numero de casos
de LES em Sé&o Paulo (3443 casos) , em segundo lugar Minas Gerais (1547 casos) seguido
por Distrito Federal (1296 casos) (TEDDE-FILHO; NUNES, 2021).

Apesar da baixa incidéncia o LES pode levar a morte. A causa da mortalidade é
variada sendo relacionada com alguns fatores epidemioldgicos, sociodemogréaficos, genéticos
e clinicos. Dentre as causas associadas ao LES temos a insuficiéncia renal, distdrbios no
sistema nervoso central (SNC), doencas cardiovasculares e infeccbes. A mortalidade e a
morbidade estdo associadas ao dano tecidual induzido pelo sistema imunitario, mas também
estd relacionado a efeitos adversos do tratamento e o maior risco a infeccBes devido a
imunossupressao (FAVA; PETRI, 2019; OCAMPO-PIRAQUIVE et al., 2018).



No Brasil, entre 2002 e 2011, a taxa de mortalidade por LES foi de 4,76 mortes/105
habitantes. Enquanto que as principais causas da morte associada ao LES foram doencas dos
sistemas respiratorio e circulatorio, doencas infecciosas e parasitaria (COSTI et al., 2017).
Em contrapartida, a causa da mortalidade entre 1987 a 2007 apenas no estado de S&o Paulo
em primeiro lugar foi a insuficiéncia renal seguida de doencas infecciosas e doengas
cerebrovasculares (SOUZA et al., 2012).

Além de humanos, o LES pode ser observado em diversas espécies como cées
(LEWIS et al., 1965), gatos (LUSSON et al, 1999) e cavalos (GEOR et al, 1990). Em cées, 0
LES apresenta uma baixa incidéncia em torno de 0,03%. (SCOTT et al. 1996). Nesses
animais o Lupus Eritematoso Discoide (LED) é a forma mais relatada na literatura. Essa
forma, se limita apenas a pele e mucosas ndo apresentando um cardter sistémico
(WHITE,1994). Vassalo (2011) afirma que “A forma sistémica do lapus € um desafio para o
clinico devido ao seu dificil diagndstico, associado a sua diversificada lista de diagndsticos
diferenciais e a baixa disponibilidade de exames especificos.” Além do carater autoimune, 0
pouco relato de LES em cées quando comparado ao LED, pode estar relacionado a um

subdiagndstico em animais.

H& uma década, foi realizado um levantamento da casuistica de doencas
dermatoldgicas autoimunes na populacdo canina e felina atendida pelo Servico de
Dermatologia Veterinaria da FMVZ-UNESP campus de Botucatu no periodo de 1988 a 2007.
Dos 68 casos de doencas diagnosticadas, 42 casos eram de doenca lUpica, sendo 60,6% dos
casos eram LED, e 3,03% LES (PALUMBO et al., 2010).

Em outro estudo avaliando a prevaléncia de diagnésticos dermatoldgicos em cédes no
Setor de Dermatologia do Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro no periodo de 2005 a 2010, foi relatado entre os casos de dermatopatias autoimunes
uma prevaléncia de 1,89% de cdes com LES correspondendo a 35% dos casos (43/123 casos),
enquanto animais diagnosticados com LED apresentaram uma prevaléncia de 0,57% que
corresponde a 10,6% dos casos (13/123 casos), ocorrendo em baixa prevaléncia (0,57%)
(AMARANTE,2012).

Diferentemente do LES em humanos, em cées ndo ha predisposicdo por sexo (SCOTT
et al., 1996; NELSON et al.,2015). O LES ocorre principalmente na faixa etaria de 2 a 9 anos,
porém pode ocorrer em qualquer idade (FORRESTER & LEES, 1995). Em cées, ha a
predisposicdo de racas como Pastor de Shetland, Pastor Alemdo, Old English Sheepdog,
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Afghanhound, Beagle, Collie, Setter Irlandés e Poodle. (NELSON et al.,2015; SNYDER,
2009).

A incidéncia de casos em gatos € menor quando comparado com cdes, com incidéncia
ao redor de 0,06% de todas as visitas na clinica (PEREZ; PAJUELO; LUQUE, 2000).
Também ha uma predisposicdo racial sendo siameses, persas e himalayos. O LES em gatos,
pode ocorrer em qualquer idade entre 1 a 12 anos, e ndo h& evidéncias de correla¢cdo com o
sexo. (ROSENKRANTZ, 1994 apud PEREZ; PAJUELO; LUQUE, 2000; SCOTT et.
al.,1995). Em outros animais como cavalos, o LES é responsavel por 0,22% das doencas
cutaneas dos equideos, e a principio sem idade, raca ou predilecdo sexual sdo reconhecidas
(SCOTT & MILLER, 2003).

2.2 Sinais clinicos do Lupus eritematoso sistémico

As manifestacGes clinicas em pacientes com LES sdo inespecificas apresentando um
padréo heterogéneo entre os pacientes com momentos de remissdo e recidivas. Sendo assim,
de dificil diagnostico, baseando em resultados clinicos e imunoldgicos (FAVA; PETRI,
2019). De modo geral, 90% dos pacientes com LES apresentam de forma inicial a doenca
sinais clinicos inespecificos como fadiga, anorexia, febre e mal-estar. Além desses sinais
clinicos iniciais mais de 80% dos pacientes costumam apresentar manifestacdes muco
cutaneas, que geralmente sdo generalizadas, simétricas e ndo cicatrizantes (JUSTIZ
VAILLANT et al., 2020).

Dentre as manifestacdes muco cutaneas, temos a lesdo eritematosa na face em forma
de borboleta na regido malar e do nariz denominado de: rash malar ou erup¢do malar. Ha
também dermatites fotossensiveis com maculas, papulas, petéquias e lesdes bolhosas que
geralmente apresentam em regifes expostas ao sol. Ademais, alopecia, Ulceras nasais e orais
sendo mais comum no palato duro e mucosa bucal (Figura 1). Em 90% dos casos, ha foto
sensibilidade caracterizado por uma reacdo cutanea anormal a exposicdo UV que pode durar

semanas ou meses com piora no quadro sistémico (UVA et al., 2012).

O LES por ser uma doenca sistémica afeta diferentes 6rgdos e tecidos. Os rins € um
dos 6rgdos afetados no LES acometendo mais da metade dos pacientes (TSOKOS, 2020). A
lesdo renal é mediada pelo deposito de complexos imunes, ativacdo do sistema complemento,
recrutamentos de células e citocinas inflamatdrias (FLORES-MENDOZA et al., 2018). Esses
fatores podem levar a alteracGes tubulares, intersticiais, vasculares e glomerulares nos rins. Os

glomérulos sdo geralmente os mais afetados (MENDES et al., 2014) A nefrite lupica pode
Z



levar a uma grande morbidade e mortalidade aos pacientes com LES, sendo uma importante
manifestacdo clinica (FORTUNA; BRENNAN, 2013).

Além dos rins, podemos encontrar alteraces musculoesqueléticas como: artralgia,
miopatia, mialgia, fraqueza muscular e artrite. A artrite no LES geralmente ndo é erosiva, e
apresenta uma frequéncia que varia de 69 a 95% dos pacientes acometidos. Geralmente, ha o
envolvimento de articulagdes como joelhos, punho e méos, apesar de poder acometer todas as
articulacdes. As estruturas proximas as articulagbes podem inflamar levando a tendinite,
tenossinovite e ruptura de tenddo. Ademais, pode ocorrer necrose e de maneira similar ao
encontrado na febre reumatica a Artropatia de Jaccoud. Embora ndo seja especifica ao LES.
Todas essas alteracbes levam a uma diminuicdo da mobilidade e & dor articular
(GROSSMAN; CLINICAL, 2009).

Outras manifestacOes sdo citadas na literatura como alteragdes pulmonares com
pleurite e hemorragia alveolar difusa. Alteracbes hematoldgicas ocorrendo uma diminui¢do no
nimero de diferentes células (citopenia) como neutréfilos (neutropenia), leucécitos
(leucopenia), e plaguetas (trombocitopenia), e anemia. O sistema nervoso central pode ser
acometido, levando a alteragdes neuropsiquiatricas como: convulsbes, acidente vascular

cerebral (AVC), depressdo e alteracbes cognitivas. Por fim, alteracbes oculares,

cardiovasculares, e gastrointestinais também podem estar presentes (FORTUNA;
BRENNAN, 2013).




Figura 1 ManifestacBes clinicas observadas na pele e mucosa de pacientes com LES. Em (A) e (B) Rash ou
eritema malar, (C) lesGes bolhosas ulcerativas na mucosa oral e em (D) e (E) lesdes cutdneas Fonte:
(FORTUNA; BRENNAN, 2013; YELL et al., 1996; UVA et al.,2012).

Similarmente, observa-se a presenca de mdltiplos sinais clinicos em animais. Nos
caes, os sinais clinicos observados sdo: febre intermitente (100%), claudicacdo ou edema da
articulacdo, poliartrite ndo erosiva (91%), sinais clinicos de glomerulonefrite (65%),
manifestacfes dermatoldgicas (60%) sendo varidveis e ndo especificas como lesGes
eritematosas ou bolhosas principalmente em areas de mucosa e pele expostas a luz solar.
Também podem apresentar letargia, anorexia, linfadenomegalia e esplenomegalia,
trombocitopenia apresentando petéquias, quimoses e vasculite, hemélise imunomediada e
disfuncdo do SNC. Dentre as manifestacGes dermatoldgicas tanto no LES quando no LED
pode haver a despigmentacdo no plano nasal com presenca de eritema e descamacao
(RHODES, 2003). Pode ocorrer também hiperceratose nos coxins, piodermites bacterianas
secundarias refratarias e paniculite (Figura 2) (FOURNEL et al., 1992; NELSON et al., 2015;
CRIVELLENTI LZ; BORIN-CRIVELLENTI S., 2015).

Em gatos é pouco conhecido, porém ha relatos de manifestacfes clinicas como febre,
glomerulonefrite, dermatite e anemia hemolitica (McGAVIN, M.D.; ZACHARY, J.F., 2013).
Em animais de grande porte, como os cavalos, o LES pode levar a lesdes cutaneas, edema
distal de membros, paniculite, ulceragdo mucocutanea, alopecia focal, descamacdo e
leucodermia, poliartrite, anemia, purpura, linfadenopatia, febre, anorexia e perda de peso
(SCOTT; MILLER, 2011; VITALE et al.,1997). (Figura 3).



Figura 2 Manifestacdes clinicas em cdes com LES. Em (A) e (B) despigmentacdo e erosfes em plano nasal -
mesmo animal (C) erosdo no palato, (D) lesdo generalizada na pele, (E) Dermatite crostosa ao redor dos olhos,
ponto de orelha e ulceras, e (F) presenca de edema nas articulagdes. Fonte: HNILICA, 2010; Chabanne et al.,
1995

Figura 3 ManifestacOes clinicas em diferentes espécies de animais com LES. Em (A) Edema da articulacdo no
cavalo (B) Lesdes difusas com despigmentacéo e alopecia em cavalos (C) Lesdo eritematosa na face de um gato
Fonte: (SCOTT; MILLER, 2011; VITALE et al.,1997)

10



2.3 Diagnostico e tratamento

O LES é uma doenga complexa de dificil diagndstico. O diagndstico é baseado em

manifestacdes clinicas, exames laboratoriais, imunologicos e histolégicos (THONG; OLSEN,

2017).

Ha diferentes critérios que auxiliam na identificacdo e classificacdo da doenca em

ensaios e estudos clinicos epidemiol6gicos, que acabam norteando o diagndstico na clinica.

Dentre esses critérios, ha mais de trés décadas vem sendo utilizado os critérios de

classificacdo do LES realizado pelo American College of Rheumatology — ACR em 1982,
que foi revisado em 1997 (AGGARWAL et al., 2015). Com base no critério da ACR para

suspeita de LES, é necessario que o paciente apresente pelo menos quatro dos onze critérios

clinico-laboratoriais. Os critérios estdo descritos na tabela 1 (SATOH et al., 1987).

Tabela 1: Critérios de classificacdo de LES do American College of Rheumatology
revisado em 1997.

1.

Rash malar: leséo eritematosa fixa em regido malar, plana ou em relevo

2.

Lesao discoide: lesdo eritematosa infiltrada com escamas queratéticas aderidas e
tampdes foliculares, que evolui com cicatriz atréfica e discromia.

3.

Fotos sensibilidade: exantema cutdneo como reacdo ndo usual a exposicéo a luz
solar

Ulceras orais/nasais: Ulceras orais ou nasofaringeas usualmente indolores

Artrite: ndo erosiva envolvendo duas ou mais articulag@es periféricas,
caracterizadas por dor e edema ou derrame articular

Serosite: pleurite (caracterizada por relato convivente de dor pleuritica, atrito
auscultado pelo médico ou evidéncia de derrame pleural) ou pericardite
(documentado por eletrocardiograma, atrito ou evidéncia de derrame pericardico)

Comprometimento renal: proteindria persistente (>0,5g/dia ou 3+) ou cilindros
celulares anormal no sedimento urinario

Alteracdes neuroldgicas: convulsdo (na auséncia de outra causa) ou psicose (na
auséncia de outra causa)

AlteracGes hematologicas: anemia hemolitica ou baixo nivel de leucocitos
(menor que 1.500/mm?3 em duas ou mais ocasides), ou baixo nivel de plaquetas
(menor que 100.000 mm3 na auséncia de fArmacos agressores)

10.

Alteracdes Imunoldgicas: anticorpo anti DNA nativo ou anti Sm ou presenca de
anticorpo antifosfolipide com base em:

a) Niveis anormais de 1gG ou IgM anticardiolipina;

b) Teste positivo para anticoagulante lUpico;

c) Teste falso positivo para sifilis, por no minimo 6 meses

11.

Anticorpos antinucleares (ANA): titulo anormal para anticorpo antinuclear por
imunofluorescéncia indireta ou método equivalente, em qualquer época, e na
auséncia de drogas conhecidas por estarem associadas a sindrome do IUpus
induzidos por drogas

Fonte: Adaptado de (BORBA et al., 2008)

11



Em 2012, os critérios foram atualizados pelo Systemic Lupus International
Collaborating — SLICC, no qual acrescentou as manifestacbes neuropsiquiatricas,
mucocutaneas, alteragdes no sistema complemento (hipocomplementemia) e novos testes de
anticorpos e antifosfolipideo. Além de ser necessario apresentar pelo menos quatro critérios,
sendo um critério clinico e um imunolégico associado com a nefrite lUpica comprovada por
biopsia na presenca de ANA ou anticorpos anti-dsDNA. O SLICC apresentou maior
sensibilidade e menor especificidade que o critério ACR revisado em 1997 (FORTUNA,;
BRENNAN, 2013; PETRI et al., 2012). Em 2019, o critério mais recente atualizado foi feito
pela European Alliance of Associations for Rheumatology (EULAR/ACR), sendo obrigatério
a positividade para ANA (ARINGER, 2019).

Os autoanticorpos podem ser detectados até 9,4 anos antes do diagndstico de LES e
foram divididos em trés grupos soroldgicos diferentes. ANA e anti-Ro apareceram muito
precocemente e foram seguidos por anti-dsDNA ou anti-RNP. O nimero de autoanticorpos
presentes em um paciente pode aumentar com o passar do tempo até que o diagndstico seja
feito (ARBUCKLE et al., 2003). Assim como 0s autoanticorpos, uma assinatura de interferon
(IFN) pode ser encontrada proxima ao momento do diagnoéstico. Em 20% dos casos
investigados, niveis elevados de IFN foram encontrados quatro anos antes do diagndstico e
aumentou constantemente ao longo do tempo para até 75% no momento do diagndstico
(ARRIENS et al., 2017). Niveis elevados de citocinas do perfil Thl, Th2 e Th-17 antes do
diagndstico de LES e da detecgdo de autoanticorpos foram observados, e 20% dos pacientes
apresentaram elevados niveis de IL-5 e IL-6 seis anos antes do diagndstico de LES (HE et al.,
2016).

Segundo a literatura, o diagndstico em pequenos animais é realizado a partir da
presenca de pelo menos dois sinais clinicos e exame sorolégico positivo. Dentre os sinais
temos: poliartrite ndo erosiva, proteindria, dermatite bolhosa, anemia hemolitica, leucopenia e
trombocitopenia. Os testes soroldgicos sdo pouco utilizados na rotina clinica, mas podem ser
realizados através do teste ANA por imunofluorescéncia indireta, e a pesquisa de células LE
(anticorpo antinucleossomo). (CRIVELLENTI LZ; BORIN-CRIVELLENTI S., 2015).

Feito o diagnostico, o tratamento em humanos e animais é variado de acordo com a
gravidade e do o6rgdo afetado (JUSTIZ-VAILLANT et al.,2020). Em animais, é realizado o

monitoramento clinico através de exames laboratoriais acompanhado de corticosterodides e
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imunossupressores citotoxicos (CRIVELLENTI LZ; BORIN-CRIVELLENTI S., 2015). Por
outro lado, em humanos, o tratamento é a base de corticosteirdides, anti-inflamatorios,
imunossupressores, antimalaricos como a hidroxicloroquina e tratamento de suporte como
antibioticos. H& diversos efeitos colaterais correlacionados com o uso desses medicamentos
sendo necessario novas terapias mais seguras como é o caso das imunoterapias. Em 2011, foi
aprovado o Belimumabe (Benlysta, Human Genome Sciences e GlaxoSmithKline) para o
tratamento do LES. Belimumabe é um anticorpo monoclonal IgG humano que se liga e
neutraliza os linfécitos B (FORTUNA; BRENNAN, 2013; FURIE et al., 2011; THONG;
OLSEN, 2017). Desde entéo, diversas imunoterapias vém sendo estudadas como alternativa
para o tratamento tendo como alvo a modulacdo co-estimulatoria, os linfocitos B, T e
citocinas (YASUDA, 2018; DING; GORDON, 2013).

2.4 Patogénese

Apesar de existirem muitos estudos sobre o LES, sua patogénese ainda ndo esta
esclarecida pois se trata de uma doenca complexa e multifatorial. No LES, ha uma perda da
tolerancia imunologica. E, com isso, uma hiperativacdo de linfocitos T e B, levando a uma
producédo de autoanticorpos contra diferentes constituintes sollveis e celulares. Sendo a maior
parte contra antigenos nucleares como anti dsDNA, antiribonucleoproteinas RNPs anti-RO,
anti Sm e outros componentes como as histonas e cromatina. Essa perda da tolerancia leva a
uma apresentacdo e resposta contra antigenos proprios e esta associado a uma susceptibilidade
genética e a fatores ambientais e hormonais (DORNER; FURIE, 2019).

A susceptibilidade genética foi demonstrada em estudos no qual foi observada uma
alta taxa de concordancia em gémeos monozigéticos (24-58%) em comparacdo com gémeos
dizigbticos (2-5%) como também uma incidéncia maior entre parentes de primeiro grau
(DEAFEN et al., 1992; LAURENCE et al., 2007). Na literatura, ha mais de 50 genes ou loci
gendmicos envolvidos na patogénese do LES (DENG; TSAO, 2014). Sendo considerado uma
doenga poligénica embora existam, de forma rara casos monogénicos. Dentre os fatores
epigenéticos, genes e loci envolvidos temos: complexo de histocompatibilidade humana
(HLA-DRB1, HLA-DR2, HLA-DR3), genes envolvidos ao reparo de DNA (TREX-1),
deficiéncia do receptor FC, deficiéncias no sistema complemento Clg, C4 e C2, ou
associados a resposta imunoldgica como sinalizacdo de linfocitos B (miR-155), T (PTPN22) e

producdo de IFN entre outros genes associados a vias de ativacdo de células B e células T ou
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sinalizacdo de receptores da imunidade inata (TSOKOS, 2020; WAHREN-HERLENIUS;
DORNER, 2013).

A alta taxa de concordancia em gémeos monozigo6ticos nos mostra que a
predisposicdo genética € importante, mas que pode haver outros fatores envolvidos como os
fatores ambientais. Pacientes com LES apresentam piora clinica ao serem expostos a raios UV
pois essa exposi¢do causa danos ao DNA celular ocorrendo a apoptose nos queratindcitos
presentes na pele. Com isso, ha remocéo ineficaz de células apoptoticas com a exposicao dos
autoantigenos e, consequentemente, leva a producdo de autoanticorpos e deposicdo de CI
(CASCIOLA-ROSEN; ANHALT; ROSEN, 1994; ZAMANSKY, 1985). Existem outros
fatores ambientais envolvidos como a exposi¢do a agentes infecciosos. Um exemplo € a
exposicdo ao virus Epstein-Barr, que através do mimetismo molecular é capaz de incitar a
autoimunidade (MCCLAIN et al., 2005). Exposicdo a algumas drogas como por exemplo
hidralazina, procainamida e isoniazida podem desencadear sindromes reversiveis semelhante
ao LES (VEDOVE et al., 2009). Ademais, exposicdo a silica e tabagismo sdo citados na
literatura (COSTENBADER et al., 2004; PARKS et al., 2002).

A predisposi¢do do LES é maior em mulheres principalmente na idade reprodutiva
sugerindo um papel hormonal na patogénese. O hormdnio estrogénio estd associado a doengas
autoimunes por ser capaz de estimular a sobrevivéncia e a ativacédo de células B autorreativas,
e de participar na regulacdo de células dendriticas (GRIMALDI et al., 2002; LAFFONT;
SEILLET; GUERY, 2017). Outro hormdnio imunoestimulante é a prolactina. A prolactina no
LES estimula a produg&o de citocinas pro-inflamatdrias como a IL-6 e esta relacionada com a
producdo de anti dsSDNA e com sinais neurologicos, renais e hematoldgicos entre outros
(SHELLY; BOAZ; ORBACH, 2012). Além da influéncia hormonal, sabe-se que os
cromossomos sexuais estdo relacionados com a doenca e este fato foi demonstrado ao
observar homens com a Sindrome de Klinefelter (47,XXY) apresentando maior incidéncia de
LES (SCOFIELD et al., 2008).

Individuos predispostos geneticamente a terem LES ao serem expostos a fatores
ambientais dao inicio a patogénese da doenca. O sistema imunol6gico “anormal” passa a
reconhecer antigenos proprios como acidos nucleicos oriundos da remocéo ineficaz de células
apoptaticas e redes extracelulares dos neutrdfilos (NET). O reconhecimento via receptor do
tipo toll (TLR) pelas células dendriticas plasmocitoides (pDC) levam a expresséo de IFN-1 (a

e B). Além disso, células da imunidade inata realizam a apresentagdo dos antigenos aos
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linfocitos T que serdo ativados e auxiliardo os linfécitos B na ativacdo e diferenciacdo em
células efetoras e produtoras de autoanticorpos. Os autoanticorpos associados com 0s
autoantigenos formam CI que se depositam em diferentes orgéos e tecidos levando a uma
inflamacdo cronica local e sisttmica (TSOKOS, 2020; TSOKOS et al.,, 2016). Este
mecanismo da patogénese do LES é elucidado na Figura 4.

O acesso a autoantigenos deve-se ao desequilibrio da producédo e remocéo ineficaz de
células apoptéticas. A eliminacédo lenta de células apoptoticas levam a necrose pos apoptotica.
Com isso, ha a formacao de bolhas na membrana celular que se destacam da célula e contém
fragmentos do material celular como a cromatina. Em condi¢Ges normais, corpos apoptéticos
sdo removidos e, assim o sistema imunoldgico ndo possui longo acesso a esses fragmentos.
No LES h& uma ocorréncia excessiva de apoptose associado a um descarte de forma
ineficiente dos detritos apoptoticos persistentes que estimulardo o sistema imune levando a
uma resposta inflamatdria. Alem disso, a presenca de material apoptotico circulante estimula
os neutrofilos a liberarem NET aumentando a presenca de componentes como cromatina,
dsDNA e proteinas granulares. (BOUTS et al., 2012; TEL et al., 2016).

O reconhecimento dos autoantigenos ocorre através de receptores expressos em
células do sistema imunitario. Um exemplo sdo 0s receptores expressos nas células
dendriticas como TLR7 e TLR9 endossdmicos que irdo reconhecer RNA de fita simples e
DNA néo metilado préprios resultando em uma cascata de sinalizagdo e producao de citocinas
pro-inflamatérias como IL-6 ,TNF-a e quimiocinas (FRANSEN et al., 2010). As células
dendriticas possuem um papel importante na expansédo e diferenciacdo dos linfocitos B e T
(SAUMA et al., 2017; TEICHMANN et al., 2010).

Um subtipo de células dendriticas chamadas de células dendriticas plasmocitoides séo
importantes fontes de IFN I no LES (FARKAS et al.,, 2001). A auséncia das células
dendriticas plamocitoides em camundongos com LES resultou em uma diminuicdo da
expressdo de IFN-1 e melhora na atividade da doenca (ROWLAND et al., 2014). O IFN-I é
uma citocina com agdo imunomoduladora e age em diferentes células do sistema imune. O
IFN | pode contribuir na maturacdo e migracdo de células dendriticas para 6rgéos linfoides
secundarios e, assim, aumentar a apresentacdo de autoantigenos. Atuam em linfocitos T ao
inibir a apoptose e estimular a resposta Thl e T citotoxica. Por outro lado, em linfdcitos B
podem induzir a diferenciagdo e producdo de anticorpos e troca de classe de imunoglobulinas
(RONNBLOM; ELORANTA; ALM, 2006). Além de IFN-I, hd também a participacdo do
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interferon do tipo 1l como o IFN-y. Altos niveis de IFN-y também sdo encontrados em
pacientes com a doenca ativa (AL-JANADI et.al., 1993). O IFN- y em modelos murinos esta
correlacionado com a producdo de autoanticorpos e glomerulonefrite (JACOB; MEIDE;
McDEVITT, 1987; MUNROE et al., 2016).

No LES, ha a participagdo de células da imunidade inata como células dendriticas e
células da imunidade adaptativa como os linfocitos. Os linfocitos T sdo capazes de infiltrar
em sitios inflamatérios como nos rins levando a inflamagdo e dano tecidual. Ademais,
participam do recrutamento de células dendriticas ao local inflamado, na ativacdo e
recrutamento de células B, e na producdo de citocinas (COMTE; KARAMPETSOU;
TSOKOS, 2015; STEINMETZ et al., 2009). No LES, os linfécitos apresentam uma resposta
aberrante, o que leva ha uma producdo de citocinas em niveis desequilibrados. Tendo o
exemplo a diminuicdo da producdo de citocinas como IL-2 e aumento da producdo de
citocinas pro-inflamatorias como IL-17. (MOULTON; TSOKOS, 2015). A IL-17 induz a
producéo de outras citocinas como IL-6, e auxilia em conjunto com outros fatores na ativacao,
proliferacdo e producdo de autoanticorpos por linfocitos B (DONG et al., 2003), enquanto a

IL-2 influencia na quantidade e funcéo de linfocitos T regulatérias (Treg).

No que se refere aos linfocitos, existem dois subtipos celulares os linfocitos T CD4 e
os T CD8. Os linfocitos T CD4 respondem a antigenos nucleossémicos como peptideos
derivados de histonas. Ja os linfacitos T CD8 estdo em menor atividade o que contribui para
aumentar as infeccdes (KAMMER et al., 2002; MOHAN et al., 1993; TSOKOS et al., 2016).

Além dos linfécitos T, os linfocitos B apresentam um papel central na
patogénese do LES. Sendo divididas em diferentes populacbes como linfocitos B-1 e
linfcitos B-2 convencionais. Os linfocitos B-2 sdo os mais conhecidos e citados na literatura
(SMITH; BAUMGARTH, 2019). Os linfocitos B-2 convencionais apresentam uma perda da
tolerancia no LES. Desse modo, os linfocitos B-2 passam a reconhecer constituintes proprios
e se diferenciar em plasmacitos sendo capaz de secretar anticorpos contra esses constituintes
(JACOBI et al., 2003). Em organismos saudaveis, as células produtoras de anticorpos
autorreativos sdo deletadas na medula dssea e em fases posteriores do desenvolvimento na
periferia (WARDEMANN et al, 2003). Em pacientes com ldpus, os linfocitos B-2 virgens
autorreativos ndo sdo removidos, e um nimero maior de células B-2 autorreativas maduras

virgens circulantes sdo detectdveis. Enquanto em individuos saudaveis anticorpos
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polirreativos respondem por 6% dos anticorpos circulantes, em pacientes com LES 1/3 dos
anticorpos sdo autorreativos (YURASQV et al., 2006).

Disturbios de células B-2 levam ao aumento do nimero de células de memoria
juntamente com hipergamaglobulinemia decorrente de ativacdo policlonal (ODENDAHL et
al., 2000); FLEISCHER et al, 2014). Além dessas alteracdes, outras como defeitos na selecéo
de células B, anormalidades do centro germinativo e elevacdo de respostas extrafoliculares,
aumento da hipermutacdo somaética, e alteragdo no compartimento de células B periféricas ja
foram relatadas no LES (ODENDAHL et al, 2000; LEE et al, 2009; JACOBI et al, 2003). Os
linfécitos B-2 sdo hiper-responsivos no LES, sua ativacdo, expansdo e a funcdo efetora pode
sofrer influéncia de IL-21, BAFF, IL-10, ativacdo de BCR, receptores semelhantes ao Toll 7 e
Toll 9 que sdo indutores potentes da resposta do IFN-I e mostram maior relevancia
patogénica no LES. Os linfécitos B-2 mostram um envolvimento determinante no

desenvolvimento do LES pois sdo capazes de apresentar antigenos, participar da ativacao dos

linfocitos T CD4 autorreativos além de produzir citocinas e autoanticorpos. (DORNER;
GIESECKE; LIPSKY, 2011; SANG et al., 2018).
Resposta imunoldgica anormal
Inflamagé&o aguda
. € cronica
Lg) W Célula dendritica
P IL-6 Artrite w
Macrofagos Iﬂfh Ly — ..
Genéticos 1 \
AN e " b o Nefrite
HLA D-2, 38 #- / ( ol \l
C1g, 02, C4 A _." . m
E s ® — (@ —
eetc. _ el - \\__//' = Aterosclerose
i “a e v i
Horn'u:nals Antigenos préprios Lll‘f(:llﬂ:? B Linfécito T
L Y IL-10 A
* ‘/' \ N ‘ 2 IL-6 c3 g
g i A :. : B L™ . Serosite/
Ambientais - - 7 A C3a _ pericardite Rash
::1;; :-' . ﬁ \ Autoanticorpos \ i:“i';
. : ( r"F 7 's'gr} R,
L*é" | 4 )
. Pk L Al
Neutrofilos 'fo >’ he'_“%?&%gas
\¢
SNC

Imunocemplexos

Created in BioRender.com bio

Figura 4 Patogénese do LES. Fatores genéticos, hormonais e ambientais contribuem para o

desenvolvimento da doenca. No LES, ha uma quebra da tolerancia e células do sistema imune inato e adaptativo

passam a reconhecer, apresentar e responder a antigenos préprios, levando a producdo de autoanticorpos. Ocorre
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a formacdo de imunocomplexos que se depositam em diferentes drgdos e tecidos levando a uma inflamacéo
aguda e cronica. — SNC: Sistema nervoso central. Adaptado de HAHN, 2012 ; TSOKQOS et al., 2016b.

2.5 Linfécitos B-1

Dentre a populacdo de linfocitos B, temos: os linfocitos B-1 e os linfocitos B-2
também chamados de linfécitos B convencionais. Os linfdcitos B-1 e B-2 diferem em sua
origem, ontogenia e fenétipo (SMITH; BAUMGARTH, 2019).

Os linfocitos B-2 sdo células produzidas na medula desde o nascimento até a fase
adulta. Esse processo se inicia, através de células estaminais progenitoras hematopoiéticas que
se comprometem a linhagem linfoide. E, entdo, diferencia em células pré B e pré B, que serdo
submetidas a um rearranjo em sua cadeia génica leve e pesada (Cadeia D, V e J). O rearranjo
ocorre ao acaso, e sera responsavel pela especificidade do receptor. ApoOs esse rearranjo essas
células sdo capazes de expressar em sua membrana receptores de células B (BCR), que sdo
responsaveis pela iniciacdo da resposta humoral apOs apropriada estimulacdo por um
imunogeno. Essas células entdo saem da medula e migram para 0s centros germinativos onde
proliferam e finalizam seu processo de diferenciacdo. Durante o processo de maturacdo
expressam imunoglobulina de superficies como IgM e IgD. Apds a maturacdo, os linfécitos
B-2 residem em diferentes regides dos 6rgdos linfoides secundarios como bago ou ganglios
linfaticos. Ao encontrarem o antigeno especifico se diferenciam em células produtoras de
anticorpos denominado de plasmocitos (PIEPER; GRIMBACHER; EIBEL, 2013).

Os linfécitos B-2 podem também apresentar antigenos, ao capturar particulas
antigénicas por meio do BCR composto por IgM ou IgD, que ao interagir com o antigeno leva
a endocitose desse complexo, conduzindo a apresentacdo do antigeno na superficie da célula
via molécula de MHC de classe I, assim sendo reconhecido pelos linfocitos T auxiliares. O
fenotipo observado em linfocitos B-2 é a expresséo de 1gD®?, IgMP3*@ CD23* CD19* CD11b"
e CD5 (BAUMGARTH et al., 2000).

Diferentemente dos linfocitos B-2, os linfocitos B-1 tém sua origem em tecidos
embrionarios e fetais. H& duas hipdteses acerca de sua origem, na primeira hipGtese
apresentada, os precursores dos linfocitos B-1 se distinguem dos linfocitos B-2, onde os
precursores dos linfocitos B-1 derivam de células que reorganizam seus genes Ig durante o
periodo fetal e neonatal, sendo assim ativados em diferentes momentos do desenvolvimento

do sistema imunitario (HARDY; HERZENBERG; KANTOR, 1993). Na segunda hipotese,
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autores propdem que tanto o linfocito B-2 quanto o linfécito B-1 vem de um progenitor
comum, sendo influenciado por sinais especificos recebidos durante seu desenvolvimento e
selecdo (HAUGHTON et al., 1993).

Deste modo, os linfocitos B-1 sdo gerados e desenvolvem antes e semanas apds 0
nascimento. Seus precursores estdo presentes em multiplos tecidos como saco vitelino
embrionario, esplancnopleura, figado fetal e medula dssea neonatal. A partir desses
precursores, os linfécitos B-1 sdo formados em diferentes ondas no neonato. Onde a primeira
onda ocorre no saco vitelino, a segunda onda no figado fetal e a terceira onda na medula
(DORSHKIND; MONTECINO-RODRIGUEZ, 2007; MONTECINO-RODRIGUEZ et al.,
2016). Com isso, o individuo nasce com uma quantidade definida de linfécitos B-1 maduros
que é mantido ao longo do tempo por autorrenovacdo até a fase adulta. Os linfécitos B-1
residem majoritariamente na cavidade peritoneal e pleural podendo ser encontrados em
menores quantidades no baco (HAYAKAWA et al., 1985). O fendtipo de superficie dos
linfocitos B-1 €é caracterizada pela expressio CD45R (B220)%*@ 1gM de superficie (slgM)@,
IgD de superficie (slgD)™* e CD19 @ além de apresentarem caracteristicas de outras
linhagens celulares tais como CD11b (MAC-1) que € um marcador mieldide. Os linfécitos B-
1 estdo divididos em B-la e B-1b de acordo com a expressdo de CD5. Os linfocitos B-1a

expressam a molécula CD5 enquanto que as B-1b ndo expressam (YANG et al., 2007).

Os linfocitos B1-a (CD5") séo os principais responsaveis pela producdo de anticorpos
naturais como IgM, e essa producdo ocorre independentemente do auxilio dos linfocitos T e
da presenca de antigenos. (FAGARASAN; HONJO, 2000). Apesar dos linfécitos B-1
residirem majoritariamente no peritbnio, essas células podem migrar para outros Orgaos
guando necessario para secretar anticorpos. (DUAN; MOREL, 2006). Os linfécitos B-1
reconhecem o0s antigenos independente dos linfocitos T. Os antigenos reconhecidos
geralmente sdo moléculas ndo proteicas, poliméricas, que estimulam a producdo de
imunoglobulina da classe IgM ou IgA com dificil troca de classes (CATELAN; JUNIOR,
2008). Alem disso, o reconhecimento é limitado e normalmente polirreativo. podendo
reconhecer estruturas conservadas como acidos nucleicos, fosfolipidios e carboidratos como
também promover a remogéo de células apoptdticas e ativacdo do complemento (CHEN, Y. et
al., 2009)
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2.5.1Linfécitos B-1 e autoimunidade

Em doencas autoimunes como: sindrome de Sjogren’s, artrite reumatoide e em
modelos de autoimunidade em camundongos como BWF1 (F1 NZBXNZW), observa-se um
aumento de células B-1 (DAUPHINEE; TOVAR; TALAL, 1988; HAYAKAWA et al., 1985;
PLATER-YBERK et al, 1985). Os linfocitos B-1 possuem caracteristicas que podem
contribuir com a patogénese de doengas autoimunes. Dentre elas, h4d a expressdo de um
repertorio de BCR que € selecionado para auto e polirreatividade, a capacidade de apresentar
antigenos, de reconhecer e participar da retirada de células apoptéticas e de produzir
anticorpos naturais e citocinas como, por exemplo, a IL-10 que exerce uma a¢do moduladora
tanto da resposta inflamatéria aguda como cronica (BAUMGARTH, 2011; DUAN; MOREL,
2006).

A presenca de bactérias ou LPS no peritbnio leva a ativacdo dos linfdcitos B-1
peritoneais, que migram para o foco inflamatério ou para érgdos linféides secundarios como o
baco, onde irdo se diferenciar em plasmdcitos e secretar anticorpos contribuindo na resposta
inflamatoria (HA et al., 2006b; MOON et al., 2012). Os linfécitos B-1 secretam anticorpos
naturais polirreativos da classe IgM e/ou IgA. Os anticorpos sdo produzidos na auséncia de
estimulo antigénico e de maneira independente de linfocitos T. Como consequéncia,
contribuem para a homeostase atraves da manutencdo de niveis basais de anticorpos
circulantes, que sdo capazes de neutralizar patégenos atuando como uma primeira linha de

defesa. Por conseguinte, podem reconhecer e eliminar células mortas.

Dentre as fungdes dos linfécitos B-1 ha a producdo de citocinas. Os linfécitos B-1
produzem de forma acentuada citocinas anti-inflamatérias como IL-10. A IL-10 é uma
citocina imunomoduladora, capaz de suprimir células da imunidade inata e linfocitos T. Nos
linfécitos B, induz a sobrevivéncia, proliferacdo e a producdo de anticorpos. Sendo um
retorno positivo para a proliferacdo de linfocitos B-1. Em modelo de camundongos com LES,
a IL-10 apresentou um papel imunossupressor modulando a resposta inflamatoria e inibindo a
doenca (SCAPINI et al., 2011). Ademais, os linfocitos B-1 podem apresentar antigenos e
induzir a diferenciacdo dos linfocitos T em perfis inflamatérios como Thl e Thl7 (ZHONG et
al., 2007)

A eliminacdo de linfocitos B-1 no peritdnio de animais predispostos ao LES
(NZB/NZW) atraves de injegcdes sucessivas de agua, levou a diminuicdo da producdo de
anticorpos como antidsDNA e diminuiu lesdes nos rins dos animais (MURAKAMI et al.,
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1995). Além disso, a administracdo continua de anticorpo anti IL-10 nos animais NZB/NZW
atrasou a autoimunidade (ISHIDA et al., 1994). Outros autores comentam o0 aumento dos
linfécitos B-1 no LES (WU et al., 2015; GRIFFIN; ROTHSTEIN, 2011). Mohan et al., 1988
observaram que linfécitos B-1a se acumulam no periténio e baco, e essas células participavam
da patogénese através da apresentacdo de antigenos. Também foi demonstrado que o0s
linfécitos B-1 podem migrar para o timo e assim estimular a proliferacdo dos linfocitos T
CD4 autorreativos (SATO et al., 2004). Na artrite autoimune, os linfécitos B-1a migraram
para o sitio inflamatdrio nas articulagdes, e sua presenca aumentou a gravidade e o dano da
artrite (DENG et al., 2016). Os linfécitos B-1 apresentaram um papel patogénico também na
diabetes melittus tipo 1 e na anemia hemolitica autoimune (DIANA et al., 2012; NISITANI et
al., 1995) .

2.6 Modelo experimental murino
2.6.1 Inducdo do Lupus eritematoso sistémico com pristane

Os camundongos sdo os modelos experimentais mais utilizados para estudos sobre a
etiologia, desenvolvimento e tratamento do LES (FREITAS; DE OLIVEIRA;
MONTICIELO, 2017). Para estudo do LES em modelo murino, utilizam-se modelos
espontaneos e modelos induzidos. Em modelos espontdneos o0s animais possuem
predisposicdo genetica em desenvolver um quadro semelhante ao LES de forma espontanea.
Como exemplo, temos a F1 do acasalamento de duas linhagens de camundongos os NZB e
NZW (NZB/W F1), e também a linhagem MLR/Ipr. Por outro lado, em modelos induzidos, o
quadro semelhante ao LES ocorre através de um Unica injecdo intraperitoneal da substancia
pristane em animais BALB/c ou C57/BL6 (MOREL et al., 2011).

Pristane (2,6,10,14-tetrametilpentadecano) ¢ um alcano isoprenoide que se apresenta
na forma de um 6leo. Na natureza, este 6leo pode estar presente em peguenas quantidades em
vegetais, figado de tubardo e subproduto da destilacdo de petréleo. N&o se sabe totalmente
sobre 0 mecanismo de acdo da substancia pristane (FREITAS et al., 2017). Entretanto,
suspeita-se que o pristane é capaz de induzir a morte celular programada em linhagens
linféides e em células do exsudado peritoneal, o que poderia causar um aumento da oferta de
autoantigenos suficientes para quebra da tolerancia e desordem do sistema imunitario levando
ao quadro semelhante ao LES (CALVANI et al., 2005). Sabe-se que drogas e numerosos
agentes quimicos sdo capazes de induzir a producdo de autoanticorpos ou induzir uma
sindrome semelhante aquela do LES. Entretanto, nenhum deles reproduz o espectro completo
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dos autoanticorpos produzidos no LES (Burlingame &amp; Rubin, 1991; Griem;Gleichmann,
1995).

A inducdo quimica por pristane é considerado o modelo mais proximo ao LES em
humanos. Apés a inducdo do LES com a substancia pristane, segundo a literatura
aproximadamente ap6s duas semanas 0Ss animais produzem assinatura IFN-I também
observada em grande quantidade em pacientes humanos com LES. Ha também apoés trés
meses de estimulo uma producdo ampla de autoanticorpos caracteristicos do LES em
humanos, tais como: antiribonucleoproteina (RNP) (anti-Su, anti-Sm, e anti-U1IRNP), anti
dsDNA, e anti-histona. A partir de quatro meses ha maior atividade da doenca, com
deposicdo de complexos imunes nos rins levando a proteindria e nefrite. Como também

capilarite pulmonar, lipogranulomas, anemia e artrite (figura 5) (FREITAS et al., 2017).
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Figura 5 Sinais clinicos observados ao longo do tempo apés a inducdo quimica por pristane em camundongos
BALB/c. Fonte: Adaptado de FREITAS et al., 2017.

2.6.2 Sindrome da imunodeficiéncia ligada ao X

Os camundongos XID sdo animais que apresentam uma mutacdo pontual no gene da
tirosina quinase de bruton (Bruton’s tyrosine kinase - Btk). A BTK tem papel importante na
sinalizacdo e desenvolvimento de células B, impedindo a ativagdo eficiente do BCR, com isso

os linfécitos B-2 ndo cumprem adequadamente sua funcdo havendo uma reducdo no numero
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de células B-2 maduras, e uma auséncia quase completa da populacdo de células B-1
(KERNER et al., 1995; SATTERTHWAITE; LI; WITTE, 1998). Para a realizacdo desta

dissertacdo utilizamos a linhagem BALB/c XID com intuito de manter o mesmo padréo

genético do animal BALBI/c.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel das células B-1 na imunopatogénese do LES utilizando o modelo de

inducdo quimica pelo pristane.

3.2 Objetivos especificos

1-

Induzir o LES em camundongos BALB/c, XID e XID repopulado com células

B-1 com pristane.

Avaliar a evolugdo do LES acompanhando o estado geral dos animais.

Identificar as populac@es leucocitarias no sangue periférico.

Evidenciar a dinamica das alteracfes celulares do baco e cavidade peritoneal

de camundongos BALB/c, XID e XID repopulado com células B-1.

Quantificar a producéo das citocinas IL-10, IL-6 e IFN-y.

Demonstrar as alteracdes histopatoldgicas nos rins e articulagcdes em
camundongos BALB/c, XID e XID repopulado com células B-1.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

No presente trabalho, foram utilizados animais BALB/c e BALB/c XID fémeas de 8-
10 semanas de idade. Camundongos isogénicos BALB/c foram obtidos no Biotério de
Roedores do Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
enquanto os animais BALB/c XID (deficientes de células B-1) foram fornecidos pelo Biotério
do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os
animais foram mantidos em gaiolas estéreis, sob condi¢cdes padronizadas de temperatura e
luminosidade (ciclos de 12 h claro e 12 h escuro), com racdo comercial e agua a vontade.
Todos os protocolos experimentais foram submetidos a CEUA/IV/UFRRJ sob o ndmero
7555250419. Os camundongos foram mantidos em ambientes adequados com enriquecimento

ambiental e todos os esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais.

4.2 Transferéncia adotiva de células B-1

Com o intuito de avaliar o efeito das celulas B-1 no desenvolvimento do LES e com
base em um protocolo previamente descrito (BALSAMO ABRAHAO et al., 2003),
camundongos BALB/c XID (deficientes em B-1), foram repopulados com células B-1 obtidas
de camundongos BALB/c.

As células B-1 foram obtidas através do lavado peritoneal de camundongos BALB/c
usando meio DMEM gelado (Gibco, Life Technologies). A populacéo total de células do
peritdnio foi acondicionada em frascos de cultura de tecido de 25 cm2 (Corning) e incubada
em 37 °C numa atmosfera de 5% de CO durante 2 h. As células ndo aderentes foram
descartadas, e 0 meio DMEM contendo 2 mmol/L glutamina, 50 pmol/L 2-ME, 10 pg/mL de
gentamicina, 1 mmol/L piruvato de sodio, e 100 pmol/L MEM aminoécidos ndo essenciais
mais 10% de soro fetal bovino (SFB) foi adicionado a monocamada aderente. As culturas

foram mantidas durante 5 dias sem alterar 0 meio nas condic@es descritas acima.

Apbs 5 dias de cultura, as células que estavam flutuantes, redondas e refringentes no
sobrenadante de cultura, foram consideradas como celulas B-1. Essas células foram
recolhidas, centrifugadas, ressuspendidas com corante azul de Trypan (0,3%) e contadas em
camara de Neubauer com auxilio de microscépio 6ptico no aumento de 40x, e em seguida
1x108 células B-1 foram inoculadas na cavidade peritoneal de camundongos XID. Apds uma

semana, 0s animais foram inoculados com pristane.
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4.3 Indugéo de LES com pristane

Para a indugéo do LES, foi realizado um anico in6culo de 500 uL de pristane (Sigma-
Aldrich) via intraperitoneal nos camundongos BALB/c, XID e XID repopulados com B-1.
Animais que ndo foram induzidos com pristane foram utilizados como controle. Os grupos
utilizados nos experimentos foram constituidos por um ndmero minimo de cinco
camundongos. Em seguida, os animais receberam 12,5 mg/kg de Tramal® (Pfizer) por via

intramuscular como estratégia de analgesia.

4.4 Avaliacéo do peso corporal e medida das articulagdes

Os animais foram pesados mensalmente em uma balanca digital (MettlerToledo) desde
0 momento zero antes do indculo com pristane até 0 momento da eutanasia. Animais com
quadro de LES estabelecidos podem apresentar artrite, que provavelmente é decorrente de um
processo inflamatério local devido a deposicdo de CI (FREITAS; DE OLIVEIRA;
MONTICIELO, 2017). Desse modo, a articulagdo do tornozelo dos animais foi medida com
auxilio de um paquimetro digital (Quick Mini Mitutoyo) (Figura 6).

Figura 6 Imagem representativa da pesagem e medida da articulacdo dos animais. Fonte: Arquivo pessoal
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4.5 ELISA para deteccdo de citocinas

Afim de avaliar o perfil das citocinas IL-6, IL-10 e INF-y foi realizado o ensaio
imunoabsorvente enzimatico (ELISA). Para isso, no sexto més apds o inéculo do pristane foi
coletado uma amostra do soro dos animais (200 ulL) através da técnica de puncao
intracardiaca (HOFF, 2000).

As amostras foram mantidas a -80 °C até a dosagem. As citocinas séricas foram
dosadas pelo método de captura, seguindo o protocolo ELISA kits (Prepotech). Sensibilizou-
se a placa de 96 pocos com anticorpos padrdo para IL-6, IL-10 e INF-y por 24 horas,
prosseguiu com bloqueio dos pocos a favor de impossibilitar ligacGes inespecificas. Em
seguida, foi adicionado 50 pul das amostras e para a curva padrdo anticorpos recombinantes.
Depois da lavagem, adicionou-se anticorpos de deteccdo e a reacdo foi revelada com
estreptavidina-ficoeritrina. A leitura foi feita com leitor de ELISA (VERSAmax Tunable

microplate reader — T4.0A) em 450 nm.

4.6 Contagem diferencial de leucdcitos circulantes no sangue periférico

No sexto més ap0s a inducdo com o pristane, os animais foram anestesiados com
isofluorano para puncéo intracardiaca. Parte da amostra de sangue coletada (10 pL) através da
puncdo intracardiaca na auséncia de anticoagulante foi direcionada para a confeccdo manual
do esfregaco sanguineo em lamina de vidro, com o auxilio de uma ldmina extensora. Em
seguida as distensdes foram fixadas e coradas por panéptico rapido (Kit Panético Rapido -
Laborclin) e a contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada por um microscopio éptico
(Olympus™ modelo CX 41) em um aumento de 100x. A contagem diferencial é o valor
absoluto da porcentagem de 100 células em relacdo ao nimero total de leucécitos, e foi

realizado afim de avaliar a dindmica celular de forma sistémica.

4.7 Peso e tamanho do baco

O bago é um orgdo linféide secundario, importante para a resposta humoral de
linfocitos B. Assim, apds a eutanasia, foi retirado o bago dos animais com o auxilio de uma

pinca e tesoura e colocado em uma placa de Petri. Apds a retirada do 6rgao foi analisado o
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tamanho do baco com o auxilio de uma régua de 30 cm. Em seguida, o baco foi colocado em

um tubo eppendorf e pesado em balanca analitica (Mettler toledo).

4.8 Citometria de fluxo

A dindmica das populacgdes celulares do bago e peritdnio dos animais foram avaliadas
pela técnica de citometria de fluxo. Para isso, ap0s a eutanasia dos animais, foram obtidas
celulas do peritdnio através do lavado peritoneal, conforme metodologia detalhada por RAY e
DITEEL (2010). As células totais do bago (esplendcitos) foram obtidas através do macerado
do 6rgdo. Apds a obtencdo das células, foi realizada a contagem na cAmara de Neubauer e a
quantidade ajustada a 5x10° por amostra em 100 pL de PBS-SFB 1%. Apos centrifugacao,
cada aliquota foi ressuspendida em PBS 1x acrescido com 1% de soro de camundongo
BALB/c, a fim de realizar o bloqueio do receptor para Fcy Il e I11. A incubagéo foi realizada a
4 °C por 30 minutos.

Apos o blogueio, as células foram lavadas e ressuspendidas novamente em PBS-SFB
1%. Cada aliquota foi incubada com os anticorpos monoclonais adequados para analise dos
marcadores de superficie. Foram utilizados os seguintes anticorpos monoclonais: anti-CD3
(PE), anti-CD4 (FITC), anti-CD8 (APC), anti-CD19 (APC), anti-IgM (FITC), anti-CD5 (PE)

(eBioScience).

As células foram incubadas com os anticorpos marcados com os fluorocromos por 45
minutos, em banho de gelo e em ambiente escuro. Apés a incubacdo, as células foram lavadas
ressuspendidas em 1mL de PBS-SFB 1%, colocadas em tubo para FACS e mantidos em
banho de gelo. Para determinagéo das populacdes celulares, cada aliquota foi marcada com a
combinacdo de dois, trés ou quatro anticorpos conjugados a fluorocromos diferentes. As
celulas foram avaliadas em citdmetro de fluxo BD FACSCaliburTM na Plataforma de Imuno
andlise (PIA) localizada no Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho/UFRJ. Todos os gates e
expressao dos marcadores foram determinados respeitando a fluorescéncia obtida com os

isotipos controles.

4.9 Analise histopatoldgica

Apdbs a eutanasia dos animais, as patas foram retiradas acima da articulacédo tibio-
tarsica, sendo imediatamente fixadas em paraformaldeido a 4% por 48 horas, descalcificadas
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em solucdo de Morse (10% citrato de sodio e 22,5% de &cido formico, Morse, 1945), lavadas
em agua corrente, desidratadas em solucdes crescentes de etanol, clarificados em xileno e
embebidos em parafina. Os rins foram retirados da cavidade abdominal, seccionados
longitudinalmente e fixados em solugdo de paraformaldeido a 4% por 48 horas, a 4 °C.
Posteriormente foram desidratados em solugdes crescentes de etanol, clarificados com xileno
e embebidos em parafina. Os blocos, tanto das patas quanto dos rins, foram recortados em
micrétomo rotativo e cortes de 5 um de espessura foram obtidos, aplicados em laminas
histolégicas e ap6s secagem, foram corados pela hematoxilina-eosina (HE), PAS (&cido
periddico seguido do reativo de Schiff) para a visualizacdo das membranas basais tubulares e
glomerulares, além do mesangio e pelo tricrbmico de Masson modificado (Zollinger &

Mihatsch, 1978) para visualizacdo de depositos de complexos imunes.

Os cortes histolégicos foram observados em microscépio de luz e as lesdes das
articulaces induzidas pelo pristane foram caracterizadas pela presenca de modificacfes
estruturais como inflamacdo sinovial, hiperplasia dos sinoviocitos, presenca do pannus
articular e erosdo Gssea (Hayer et al., 2020).0 pannus é o exsudato inflamatério produzido
pela membrana sinovial no interior de uma capsula articular, seguido da formacéo de tecido
de granulacédo (proliferacdo de fibroblastos, neovasos e de sinoviocitos), sendo responsavel
pela destruicdo do osso e da cartilagem articular (Lee & Weinblatt, 2001). Para caracterizar a
gravidade da glomerulonefrite foi realizado escore semi-quantitativo da lesdo glomerular
segundo Kimura et al., (2011), modificado, utilizando imagens de alta resolucdo obtidas em
microscopio de luz Eclipse E800 (Nikon, Japan) equipada com cadmera fotografica digital

(Evolution VF, MediaCybernetics, USA) e acoplada a monitor.

As imagens dos glomérulos foram obtidas utilizando os cortes histologicos corados
pelo PAS. Vinte glomérulos situados na regido subcapsular e vinte, na transicdo cortico-
medular, de cada animal, foram fotografados (lente objetiva 40x) e utilizados para obtencgéo
do escore de lesdo glomerular (0-4+). Foram considerados os seguintes parametros: aumento
da matriz mesangial (PAS +) de forma segmentar ou global; hipertrofia glomerular;
proliferacdo celular, espessamento da membrana basal do capilar glomerular, adeséo parcial
do poddcito a camada parietal do corpusculo renal, oclusdo do capilar glomerular ou do
espaco urinario e inflamacdo periglomerular e fibrose da capsula de Bowman. O escore
numérico considera 0 — sem lesdo reconhecivel; 1+: leve aumento da matriz mesangial PAS
positiva, leve proliferacdo celular, leve espessamento da membrana basal do capilar

glomerular e/ou adesdo parcial do podécito a camada parietal do corpusculo renal; 2+:
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esclerose segmentar ou global (matriz PAS+ aumentada segmentar ou global), moderada
proliferacdo celular, moderado espessamento da membrana basal do capilar glomerular e/ou
hipertrofia glomerular; +3, 0 mesmo da lesdo de grau 2 com aumento da matriz mesangial
ocupando 50% da area glomerular e/ou adesdo intensa da camada parietal do corpusculo
renal; 4+. desaparecimento da luz do capilar glomerular ou do espacgo urinério; esclerose
global do glomérulo e/ou inflamacao periglomerular e fibrose da capsula de Bowman, intensa
proliferacdo celular, intenso espessamento da membrana basal do capilar glomerular e/ou

intensa hipertrofia glomerular.
4.10 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste estatistico Analise de Variancia (ANOVA) para
amostras ndo pareadas e pelos pos-testes de Dunnett para comparac@es individuais com o
grupo controle, utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Analises mostrando p<0,05 foram
consideradas significativas. Os resultados da andlise histopatolégica (escore histoldgico da
lesdo glomerular e espessamento das alcas capilares glomerulares) foram avaliados através de
teste estatistico, teste T ndo paramétrico seguido do pds-teste Mann-Whitney considerando
P<0,05 como significativo.
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Figura 7 Resumo gréfico da metodologia experimental. Nos animais BALB/c, XID e XID repopulados com
células B-1, foi administrado um Unico indculo intraperitoneal de pristane e animais que ndo sofreram inducdo
foi utilizado como controle. Ao longo do tempo os animais foram pesados e medido a articulagdo do tornozelo.
Apo6s 6 meses de indugdo com pristane os animais foram eutanasiados. Apés a eutanasia, foi realizado a pungéo
cardiaca, onde se obteve o soro para posterior dosagem de citocinas pelo método de ELISA, além da obtencao do
sangue para a confeccdo do esfregaco sanguineo que posteriormente foi feito a contagem diferencial de células
com auxilio de um microscopio no aumento 100x. Foi realizado também o lavado peritoneal, retirada do baco
para obtencdo dos esplendcitos, e essas células foram utilizadas para a analise em citometria de fluxo. Por fim,
foi retirado os rins e as patas para técnica de histopatologia. Fonte: Elaborado pela autora.

5 RESULTADOS

5.1 Estado geral apos indugdo com pristane
5.1.1 Avaliacdo do peso dos animais

A administracdo de pristane no peritdnio de camundongos desencadeia diferentes
manifestagdes clinicas similares as encontradas em humanos com LES. Dentre as
manifestacfes observadas hd a producdo de autoanticorpos, inflamacdo crénica local
(lipogranulomas), artrite e o acimulo de liquido no abddémen (ascite) (FREITAS; DE
OLIVEIRA; MONTICIELO, 2017).
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Com base nessas informacg6es, foi avaliado o estado geral dos animais apés a indugdo
de pristane ao longo dos meses até 0 momento da eutanasia. Sendo que o més um foi o

momento da indugdo com pristane.

Foi observado que ao longo do tempo apenas camundongos BALB/c pristane
apresentaram aumento de peso em gramas (Figura 8). O ganho de peso foi significativo a
partir de 5 meses ap0s inducdo com pristane (Figura 9A), sendo crescente ao longo dos meses
(Figura 9B) (*** p < 0,001; **, p < 0,01).

= BALBI/c
-5~ BALBI/c Pristane
40 -
sk 5k -4— XID
35 o =¥ XID Pristane
—— XID + B-1
2 301 -8~ XD + B-1 Pristane
o
)
(] 25 -
o
201
15 T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7
Meses

Figura 8 Avaliacdo do ganho de peso ao longo dos meses no modelo LES induzido por pristane. O més 1 foi o
momento da indugdo com pristane. Apenas animais BALB/c pristane apresentaram ganho de peso. As diferengas
entre 0 peso em gramas de cada camundongo no inicio e final do experimento foi medido por balanga digital
(MettlerToledo) e foram analisadas estatisticamente n=5 (***, p < 0,001; **, p < 0,01; *, p <0,05).
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Figura 9 Ganho de peso em animais BALB/c no modelo LES induzido por pristane. Apenas animais BALB/c
pristane apresentaram ganho de peso. Em (A) peso em gramas dos animais ap0s 4 meses de inducdo, e em (B)
peso em gramas dos animais apds 6 meses de indugdo. As diferengas entre o peso de cada camundongo no inicio
e final do experimento foi medido por balanga digital (MettlerToledo) e foram analisadas estatisticamente n=5
(***, p<0,001; **, p<0,01; *, p<0,05).

5.1.2 Presenca de ascite nos animais BALB/c pristane

A presenca de ascite em pacientes com LES é incomum (MCVORRAN; SONG;
POCHINENI, 2016), ao contrario do que é observado em modelo murino induzido com
pristane. Nesse modelo, o liquido na cavidade peritoneal (ascite) é enriquecido com
autoanticorpos (SATOH; REEVES, 1994).

Foi observado que além do ganho de peso, 20% dos animais BALB/c pristane

apresentaram aumento de liquido na cavidade abdominal (Figura 10).

Figura 10 Presenca de ascite em camundongos BALB/c pristane. Apds 6 meses de estimulo, 20% dos animais
BALBY/c pristane apresentaram actmulo de liquido na cavidade peritoneal. Em (A) BALB/c controle, e em (B)
BALB/c estimulado com pristane.

5.1.3 Avaliacao do edema articular

Camundongos tratados com pristane podem apresentar sinais clinicos de artrite erosiva
sendo mais comum nas articulagdes do tornozelo e punho (HOPKINS et al.,1984; POTTER;
WAX 1981). Desse modo, foi medido mensalmente as articulages do tornozelo dos animais
com o auxilio de um paquimetro digital (Quick Mini Mitutoyo) até 0 momento da eutanasia.

Com intuito de avaliar a presenca de edema na regido articular.

BALB/c pristane foi o Unico grupo que apresentou aumento estatisticamente
significativo no tamanho da articulagdo em milimetros (mm) ao longo do tempo (Figura 11)

(***, p<0,001; **, p <0,01). Ndo houve diferenca entre a pata direita com a pata esquerda.
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Figura 11 Medida das articulagdes no modelo LES induzido por pristane. Apenas camundongos BALB/c
pristane apresentaram aumento no tamanho das articulagdes em milimetros (mm). Em (A) medida da articulagdo
do tornozelo do lado direito (B) medida da articulagdo do tornozelo do lado esquerdo. As diferengas entre o
tamanho das articulagdes no inicio e final do experimento foi medido por paquimetro digital (Quick Mini
Mitutoyo) e foram analisadas estatisticamente n=5 (***, p <0,001; **, p <0,01; *, p < 0,05).

5.1.4 Presenca de edema nas articulagdes dos animais BALB/c pristane

Foi possivel observar macroscopicamente que 30% dos animais BALB/c pristane
apresentaram edema nas articulagfes. Essa presenca de edema pode estar associada ao quadro
inflamatorio nas articulagdes (artrite) (Figura 12).
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Figura 12 Presenca de edema articular em animais BALB/c induzidos por pristane. Ap6s estimulo, 30% dos
camundongos BALB/c apresentaram edema, podendo indicar um possivel estabelecimento de um quadro de
artrite. Em (A) auséncia de edema nos animais controle, (B) BALB/c pristane com edema unilateral, e em (C)
BALBY/c pristane com edema bilateral apds 6 meses de estimulo.

5.1.5 Presenca de lipogranulomas

A presenga de lipogranulomas é observada tanto em pacientes com LES quanto em
modelos induzidos com pristane (FREITAS; DE OLIVEIRA; MONTICIELO, 2017). Para
observar a presenca de lipogranulomas nos animais apos 6 meses de indu¢do com pristane, 0s
animais foram eutanasiados e em seguida foi exposto a cavidade abdominal. Na qual foi

observado a presenca de lipogranulomas (seta amarela) aderidos ao diafragma, no figado e em

todo o peritdnio dos camundongos BALB/c pristane, XID pristane e XID repopulado com B-1
(Figura 13).

Figura 13 Presenga de lipogranulomas em animais apds 6 meses de inducdo por pristane. Camundongos
BALB/c pristane, XID pristane e XID repopulado com B-1 apresentaram lipogranulomas (seta amarela). Em (A)
BALBY/c, (B) BALB/c pristane, (C) XID, (D) XID pristane e (E) XID repopulado com B-1.
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5.2 Dinamica celular do sangue periférico

Até o momento foi observado que animais que possuem B-1 apresentam de forma
mais evidente sinais clinicos semelhantes ao LES, em destaque os animais BALB/c pristane.
Em comparacdo, os animais XID apresentaram protecdo quanto ao desenvolvimento dos
sinais clinicos. Com isso, foi verificado se a presenca de linfocitos B-1 poderia alterar outras
populacOes celulares que estariam envolvidas na patogénese do LES. Desse modo, foram
avaliadas as células do sangue periférico, do baco e da cavidade peritoneal. A analise foi
realizada ap6s 6 meses de inducdo quando o modelo de LES estd bem estabelecido
(FREITAS; DE OLIVEIRA; MONTICIELO, 2017).

Foi realizado o esfregaco sanguineo a partir da puncdo cardiaca. Em seguida, as
laminas foram coradas em panoptico rapido e feito a contagem diferencial dos leucécitos. Ao
avaliar a porcentagem de linfocitos totais no sangue periférico, foi observado que ndo houve
diferenca significativa entre 0s grupos controles e seus respectivos grupos estimulados com
pristane. Porém, os animais induzidos com pristane como o BALB/c e XID repopulado com
B-1 apresentaram maior nimero de linfécitos quando comparados aos animais XID (Figura
14).
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Figura 14 Porcentagem de linf6citos no sangue periférico dos animais BALB/c, XID e XID repopulado com B-
1. Porcentagem de linfécitos no sangue periférico de camundongos controle e estimulados com pristane apds 6
meses de indugdo (n=5). O sangue foi obtido através da punc¢do cardiaca, em seguida foi realizado o esfregago
sanguineo e as laminas foram coradas com pandtico rapido. A leitura foi realizada em microscépio optico no
aumento de 100x. (***, p < 0,001; **, p <0,01; *, p < 0,05).

Ao analisar a porcentagem de neutréfilos totais no sangue periférico, os animais XID
revelaram um padrdo significativamente aumentado de neutréfilos quando comparado aos
camundongos BALB/c (***, p < 0,001) (Figura 15). Um fato interessante foi a observagao de
que os camundongos XID repopulados apresentaram ndmeros de neutréfilos semelhantes aos

BALB/c. Além disso, esses animais revelaram elevacdo significativa apds tratamento com

pristane.

N&o houve diferenca significativa entre os animais BALB/c e BALB/c pristane ou

XID e XID pristane apds 6 meses de indugdo (Figura 15).
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Figura 15 Porcentagem de neutrofilos totais no sangue periférico dos animais BALB/c, XID e XID repopulado
com B-1. Porcentagem de neutréfilos no sangue periférico de camundongos controle e estimulados com pristane
apds 6 meses de indugdo (n=5). O sangue foi obtido através da puncédo cardiaca, em seguida foi realizado o
esfregaco sanguineo e as ldminas foram coradas panoptico rapido. A leitura foi realizada em microscépio optico
no aumento de 100x. (***, p < 0,001; **, p < 0,01; *, p < 0,05).
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Por fim, ao avaliar a porcentagem de mondcitos no sangue periférico, apos 6 meses de
inducdo, todos os animais estimulados com pristane apresentaram aumento no ndmero de
mondcitos a0 comparar com seus grupos controles. Porém, ndo houve diferenca entre 0s
grupos de animais BALB/c, XID e XID repopulado com B-1 (Figura 16).
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Figura 16 Porcentagem de mondcitos no sangue periférico de camundongos BALB/c, XID e XID repopulado
com B-1. Porcentagem de mondcitos no sangue periférico de camundongos controle e estimulados com pristane
apés 6 meses de indugdo (n=5). O sangue foi obtido através da puncdo cardiaca, em seguida foi realizado o
esfregaco sanguineo e as ldminas foram coradas com pandptico rapido. A leitura foi realizada em microscépio
optico no aumento de 100x. (***, p < 0,001; **, p < 0,01; *, p < 0,05).

5.3 Dinémica celular do bago
5.3.1Tamanho e peso do bago

O baco é um orgédo linfoide secundario onde residem células do sistema imunitario
inato e adaptativo, sendo responsavel por iniciar a resposta adaptativa aos antigenos
capturados do sangue (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). E um 6rgdo importante para a

resposta humoral, alem de ser um dos nichos de sobrevivéncia dos plasmocitos de vida longa
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(BRENDOLAN et al., 2007; HOYER; MANZ; RADBRUCH, 2005). Individuos com LES

podem apresentar aumento no baco (esplenomegalia) associado a atividade da doenca
(VAIOPOULOS et al., 2015).

Para avaliar a esplenomegalia nos animais, o baco foi retirado e com auxilio de uma

régua foi medido o seu tamanho, e em seguida foi pesado. Ademais, foi feita a caracterizacao

fenotipica das células do baco através da técnica de citometria de fluxo.

Ao pesar 0 bago dos animais observamos que os animais com B-1 estimulados com

pristane tiveram um aumento no peso em gramas do baco (Figura 17). Esse aumento também

foi observado macroscopicamente, no qual os bacos dos animais que tinham B-1

apresentavam- se maiores e mais escuros ao comparar com os animais XID (Figura 18).
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Figura 17 Peso do bago dos animais. Grafico comparativo do peso dos bagos dos animais BALB/c, XID e XID
repopulado com B-1 controle e estimulados com pristane. n=5 *** p < 0,001.
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Figura 18 Analise macroscépica do tamanho do baco dos animais estimulados com pristane. Em (A) baco dos
animais BALB/c, (B) baco dos animais XID, (C) bago dos animais XID repopulado com B-1, (D) bago dos
animais BALB/c pristane, (E) XID pristane e em (F) XID repopulado com B-1.

5.3.2Caracterizacao fenotipica das células do baco

Como dito anteriormente o0 baco é um Orgdo importante na resposta humoral
(BRENDOLAN et al., 2007; HOYER; MANZ; RADBRUCH, 2005). Com isso, para observar
as populagdes de linfécitos B do baco selecionamos as populacdes de acordo com o tamanho
e granulosidade e pela expressdo de CD19 (APC) e IgM (FitC) (Figura 19 e 20), o nimero
total de linfécitos B nos animais BALB/c foi maior do que nos animais XID (***p <0,001)
(Figura 21 A). Em contrapartida, ao analisar a populacéo de linfocito T (CD3+) os animais
XID ao serem estimulados com pristane tiveram um aumento no nimero de linfécitos T CD4
(CD4™) (* p < 0,05) (Figura 21 B). Enquanto que ao avaliar os linfécitos T CD8 (CD8")
apenas 0s animais BALB/c pristane tiveram aumento significativo quando comparado aos
animais XID pristane (***p <0,001) (Figura 21 C).
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Figura 19 Populacéo de linfocitos B totais no bago. Gates representativos da citometria de fluxo dos linfocitos B
totais do baco (CD19" IgM*) dos camundongos em (A) BALBJ/c controle, (B)BALB/c pristane, (C) XID
controle, (D) XID pristane, (E) XID repopulado com B-1 (F) XID repopulado com B-1 induzido com pristane.
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Figura 20 Populagéo de linfdcitos T totais no bago. Gates representativos da citometria de fluxo dos linfocitos T
totais do baco TCD4* (CD4* CD8) e TCD8" (CD4* CD8’) dos camundongos em (A) BALB/c controle,
(B)BALBY/c pristane, (C) XID controle, (D) XID pristane, (E) XID repopulado com B-1 (F) XID repopulado com

B-1 induzido com pristane.
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Figura 21. Porcentagem de linfocitos totais no baco. Citometria de fluxo de esplendcitos de camundongos
BALB/c, XID e XID repopulados com B-1 controle e estimulados com pristane, mostrando a porcentagem de
em (A) linfocitos B (CD19* IgM*), (B) linfécito T CD4 (CD3*, CD4") e (C)linfécito T CD8 (CD3*, CD8) (***,
p <0,001; **, p <0,01; *, p <0,05).

5.4 Caracterizacgao fenotipica das células do lavado peritoneal

Foi avaliado a dindmica das células no peritdnio um dos locais de prevaléncia dos
linfécitos B-1. Ao analisar a dinamica de linfocitos B totais no peritonio (Figura 22), todos 0s
animais controles apresentaram uma diminuicdo significativa apds o estimulo com pristane
(***, p<0,001) (Figura 23 A). Animais BALB/c e XID repopulados com B-1 tiveram um
aumento no numero de linfécitos B-1a no peritdnio ao serem estimulados com pristane

(Figura 23 B). Néo houve diferenca significativa no percentual de linfécitos B-1b no peritdnio
(Figura 23C).
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Figura 22 Populagéo de linfocitos B totais e B-1 no peritdnio. Gates representativos da citometria de fluxo dos
linfocitos: B totais do bagco (CD19* IgM*) , B-la (CD19*, IgM*, CD5*) e Blb (CD19*, IgM*, CD5) dos
camundongos em (A) BALB/c controle, (B)BALB/c pristane, (C) XID controle, (D) XID pristane, (E) XID
repopulado com B-1 (F) XID repopulado com B-1 induzido com pristane.
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Figura 23 Porcentagem de linfocitos B no periténio. Citometria de fluxo do lavado peritoneal de camundongos
BALB/c, XID e XID repopulados com B-1 controle e estimulados com pristane, mostrando a porcentagem de
em (A) linfécitos B (CD19* IgM*), (B) linfécito Bla (CD19*, IgM*, CD5") e (C) linfécito B1b (CD19, IgM",
CD5) (***, p<0,001; **, p<0,01; *, p <0,05).

5.5 Producéo de citocinas

O LES é marcado pela producdo de citocinas inflamatérias como IL-6 e IFN-1 e Il
desempenhando um papel importante na resposta autoimune (POLLARD et al., 2013; HE et
al., 2016). Os linfocitos B-1 sdo fonte de IL-10, e essa citocina também se encontra
aumentada no soro de pacientes com LES (GARRA et al., 1992). Com base nessa premissa,

foi avaliado como estava a producdo de mediadores inflamatorios como IL-6, IFN-y e 1L-10
no soro dos animais.

Animais que apresentam B-1 ao serem estimulados com pristane, houve um aumento
na producdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 ao comparar com 0s animais XID
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(Figura 24A). O mesmo perfil foi observado ao avaliar a producdo da citocina pro-
inflamatoria IL-6. Os animais BALB/c e XID repopulado com B-1 apresentaram uma maior
producéo de IL-6 ao comparar com os animais XID. Os animais BALB/c e XID repopulado
com B-1 apresentaram um aumento na producdo de IL-6 ao serem estimulados com pristane.
Né&o houve diferenca significativa entre os animais XID controle e XID pristane (Figura 24B).

Ao avaliar a producdo de IFN-y, observamos que camundongos BALB/c e XID
repopulados com B-1 estimulados com pristane apresentaram niveis aumentados de IFN-y. Os
camundongos XID estimulados ou ndo com pristane ndo apresentaram alteragdo na producéo
de desta citocina, embora apresentem niveis naturalmente elevados quando comparados com
BALB/c. Outro dado interessante foi o fato de camundongos XID repopulados com B-1

apresentarem niveis semelhantes ao BALB/c (Figura 24C)
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Figura 24 Producdo de citocinas no soro dos animais apés 6 meses de inducdo com pristane. Ensaio de ELISA
do soro dos animais BALB/c, XID e XID repopulado com B-1 controle e estimulados com pristane, para
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dosagem de citocinas em (A) IL-10, (B) e IL-6 e em (C) IFN-y. O soro foi obtido através da puncéo cardiaca. A
leitura foi feita com leitor de ELISA (VERSAmax Tunable microplate reader — T4.0A) em 450 nm (***, p <
0,001; **, p<0,01; *, p < 0,05).

5.6 Histopatologia
5.6.1Analise histologica da articulacédo da pata

No modelo induzido de LES por pristane € possivel observar artrite a partir de 150
dias apo6s a inducdo (FREITAS; DE OLIVEIRA; MONTICIELO, 2017). Foi observado
anteriormente que apenas os animais BALB/c pristane apresentaram edema, eritema e
aumento no tamanho (mm) das patas (Figura 10 e 11). Buscou-se observar as alteragdes
microscopicas ap0s 6 meses de inducao através da coloracdo de H.E e PAS. As articulacdes
do tornozelo dos camundongos BALB/c controle ndo apresentou alteragdes (Figuras 25 A, B,
C e D). Desse modo, os animais apresentaram a cavidade sinovial livre de exsudato
inflamatorio ou debris celulares e a superficie 6ssea € retilinea. Por outro lado, os animais
BALB/c pristane exibiram lesdes, no qual pode se caracterizar através da presenca de:
proliferacdo dos sinoviocitos, inflamagdo na sindvia (Figuras 25 E, F e G), presenca de
exsudato e debris celulares na cavidade sinovial (Figura 25 F), e formag&o de pannus (Figuras
25 E, F, G e H). Foi observado a presenca de erosdo 6ssea (concavidade formada na superficie

6ssea) nos locais onde houve a formacdo do pannus (Figuras 25 E, F, G e H).
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Figura 25 Andlise histologica das articulagdes dos animais BALB/c controle e estimulado com pristane. Os
animais BALB/c controle ndo apresentaram alteragdes nas articulagdes. Sendo assim, a cavidade sinovial livre
de exsudato inflamatdrio ou debris celulares e auséncia de hiperplasia na membrana sinovial (seta) (A, BeC)ea
superficie dssea retilinea (D). Enquanto que, os animais BALBJ/c pristane observou-se a presenca de
proliferacdo dos sinoviocitos, inflamacdo na sindvia (seta fina) (E, F e G), presenca de exsudato e debris
celulares na cavidade sinovial (seta fina) (B), formacdo de pannus (letra P) (E, F, G e H) e eroséo 6ssea (seta

grossa) (H). CS: cavidade sinovial
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A presenca de linfdcitos B-1 parece ter influenciado na artrite. Ja que os animais XID pristane
apresentaram poucas modificacdes em suas articulagdes do tornozelo. Notou-se, a auséncia de
alteragbes nos animais XID controle (Figuras 26 A, B, C e D). Enquanto que, nos animais
BALBI/c pristane notou-se a presenca de edema intersticial no tecido subcutaneo (Figura 26
E), sinovidcitos se apresentavam com morfologia escamosa, com raras zonas de proliferacdo

(Figuras 26 F e G), inflamag&o sinovial minima (Figura 26 G) e raras zonas de eroséo 0ssea
(Figura 26 H).
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Figura 26 Andlise histologica das articulagbes dos animais XID controle e estimulado com pristane. Auséncia
de lesdes nas articulagbes dos animais XID controle (A, B, C, D). Os animais XID estimulados com pristane
apresentaram a presenca de edema intersticial no tecido subcutaneo (E), sinoviocitos com morfologia escamosa,
com raras zonas de proliferacdo (seta fina) (F e G), inflamag&o sinovial minima (G) e raras zonas de erosdo dssea
(seta grossa) (H).

5.6.2 Lesdo renal e depdsito de complexos imunes

A nefrite lapica ou glomerulonefrite que ocorre no LES é uma inflamacdo que
acomete a parte funcional dos rins que sdo os glomérulos. As alteracdes histolégicas que
podem ser observadas em pacientes com glomerulonefrite IUpica sdo: hipercelularidade
glomerular devido a presenca de células inflamatérias no interior das alcas capilares,
proliferacdo do endotélio glomerular ou de células mesangiais, alargamento mesangial,
presenca de celulas intrinsecas glomerulares (endotélio capilar, poddcitos ou células
mesangiais) ou extrinsecas (células inflamatorias recrutadas) apoptoticas. Nos casos crénicos
pode haver esclerose glomerular, lesdo tubular e fibrose intersticial (Koffler et al., 1971). A
glomerulonefrite é induzida em cerca de um terco de camundongos BALB/c apos a
administracdo de pristane, e € mediada pela interacdo entre os complexos imunes contendo
IgG e celulas mieldides efetoras, mondcitos/macréfagos. Estes animais cursam com
proteindria, que se inicia 4-6 meses apds a injecao de pristane (Satoh et al., 1995; Chowdhary
etal., 2007; Kofler et al., 1971).

Através das coloragdes HE e PAS, pode-se observar que os animais BALB/c e XID
controle ndo apresentaram modificacfes aparentes nos glomérulos (Figura 27 e 28). Dessa
forma, os glomérulos subcapsulares e de transicdo cortico-medular apresentaram alcas
capilares finas, eixo mesangial discreto e auséncia de células inflamatérias no interior do

glomérulo.

Diferentemente, os animais BALB/c pristane apresentaram lesdes renais significativas
comparadas aos animais BALB/c controle (Figuras 27,28 e 29). As lesdes glomerulares foram
caracterizadas através de um escore semi-quantitativo modificado (KIMURA et al., 2011).
Foi observado que os animais BALB/c pristane apresentaram alcas capilares espessas,
presenca de células inflamatdrias e alargamento significativo do eixo mesangial comparado
aos animais BALB/c controle - seta (Figura 27 e 28). Enquanto, que os glomérulos dos
animais XID pristane evidenciaram um aumento do eixo mesangial (p > 0,05) embora nédo
significativo, quando comparados aos animais XID controle (Figura 28). Houve também um
espessamento significativo da alga capilar glomerular dos animais XID pristane (* p< 0,05) —
seta (Figura 29).
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Figura 27 Glomérulos da transicdo cortico medular dos animais BALB/c e XID controle e induzidos com
pristane. Em (A) Imagens representativas de glomérulos da transi¢do cdrtico-medular em animais BALB/c e
XID com ou sem indugdo com pristane. Eixo mesangial (seta). (B) Representacdo grafica do escore histolégico
para area mesangial. Resultados expressos representam a média + SEM (* p< 0,05) Coloragdo: PAS Barra de
calibragdo: 50 um
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Figura 28 Glomérulos subcapsulares dos animais BALB/c e XID controle e induzidos com pristane. Em (A)
Imagens representativas de glomérulos da transicdo subcapsular em animais BALB/c e XID com ou sem indu¢éo
com pristane. Eixo mesangial (seta). (B) Representacdo grafica do escore histolégico para area mesangial.
Resultados expressos representam a média £ SEM (* p< 0,05) Coloragdo: PAS Barra de calibragdo: 50 um
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Figura 29 Espessamento da alca capilar glomerular dos animais BALB/c e XID controle e induzidos com
pristane. Em (A) Imagens representativas espessamento da alga capilar glomerular dos animais BALB/c e XID
com ou sem inducdo com pristane (seta). (B) Representacdo gréfica do escore histoldgico do espessamento da
alca capilar. Resultados expressos representam a média + SEM (* p< 0,05) Coloracdo: PAS Barra de calibragéao:
50 pm

Na coloracdo pelo tricromico de Masson modificado (TMM) foi possivel visualizar a
presenca de depositos de complexos imunes (Figura 30 B). Sendo que animais BALBI/c
pristane apresentaram depositos intramembranares (dentro da alca capilar glomerular) e
depdsitos subepiteliais (embaixo dos podocitos). Em menor quantidade, os animais XID

pristane exibiu alca capilar contendo depositos globulares (Figura 30).

Figura 30 Fotomicrografias representativas dos glomérulos dos animais BALB/c e XID controle e induzidos
com pristane. Em (A) Os animais BALB/c pristane apresentaram as alcas capilares espessas com zona
avermelhada interposta (seta) representando deposicéo de complexo imune na alca capilar. Enquanto os animais
XID pristane exibiu alca capilar contendo depdsitos globulares (seta). Em (B) Zoom representativo

demonstrando a deposicdo de complexos imunes (Seta) Coloracdo: TMM Barra de calibragdo: 50 pm
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6 DISCUSSAO

O lupus eritematoso sisttmico é uma doenca autoimune cronica caracterizada pela
producdo de autoanticorpos e envolvimento de multiplos érgdos. Embora a patogénese nao
esteja completamente compreendida, ela estd associada a fatores genéticos, ambientais e
hormonais. Dentre as células do sistema imunoldgico que participam da patogénese do LES
estdo os linfocitos B. Os linfocitos B participam de forma ativa na patogénese da doenca, pois
sd0 capazes de secretar 0s autoanticorpos, secretar citocinas, apresentar antigenos e participar
da ativacdo dos linfocitos T (MA et al., 2019).

Diferentes populagbes de linfécitos B, como os linfocitos B-1 também foram
associados as doencas autoimunes. Foi relatado que a eliminacdo de linfécitos B-1 através da
administracdo continua de anti-1L-10 ou por meio hipoténico em camundongos predispostos a
terem LES como NZB/NZW F1, causou uma diminuicdo da atividade da doenca (ISHIDA et
al., 1994). Além disso, camundongos deficientes em B-1 CBA/N (XID) ao serem estimulados
com pristane foram refratarios na producdo de autoanticorpos (SATOH et al., 2003). Esses
dados podem indicar uma participacdo dos linfécitos B-1 na patogénese da doenga, embora o

papel sobre os linfocitos B-1 no LES ainda ndo esteja claro.

Modelos murinos induzidos com pristane sdo importantes para estudo do LES. Uma
Unica injecdo de pristane intraperitoneal em camundongos saudaveis levam a uma doenca
similar ao LES, com producdo de autoanticorpos, presenca de lipogranulomas, acimulo de
liqguido no abdémen rico em autoanticorpos (ascite), capilarite pulmonar, glomerulonefrite
com deposicdo de C.I e artrite (FREITAS; DE OLIVEIRA; MONTICIELO, 2017).

Apos 6 meses de inducdo com pristane, foi possivel observar algumas manifestagdes
nos animais. Apenas 0s animais BALB/c pristane apresentaram edema e aumento no
tamanho das articulacdes sendo 30% da populacdo afetada. Ademais, 20% desses animais
apresentaram ganho de peso e presenca de ascite. Outra manifestagdo observada foi a
presenca de lipogranulomas. Essas manifesta¢cbes sdo bem documentadas em modelos
murinos apés a injecdo de pristane ( PANNU; BHATNAGAR, 2020; SATOH; REEVES,
1994).

Os lipogranulomas sdo tecidos linféides ectopicos com propriedades funcionais e
morfoldgicas de tecidos linfoides secundarios, acrescidos de infiltrado inflamatorio com a

presenca de celulas B, células T e zonas de células dendriticas (FREITAS; DE OLIVEIRA,;
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MONTICIELO, 2017; NACIONALES et al., 2006). No presente estudo, ap6s 6 meses de
inducdo com pristane observamos a presenca de lipogranulomas na regido peritoneal,
diafragma e figado dos animais BALB/c pristane, XID repopulado com B-1, e em menor
quantidade nos animais XID pristane. Pannu e colaboradores, 2019 também relataram a
presenca de lipogranulomas nos animais BALB/c ap6s 6 meses de indugdo com pristane. E,
observaram atraves da andlise histopatoldgica a presenca de células inflamatdrias ao redor das
goticulas de oOleo (pristane). Até o momento, esses dados indicam que a presenca de linfocitos
B-1 interferiu nas manifestacOes, ja que em animais deficientes de B-1 houve um retardo
significativo no aparecimento de tais manifestacGes e mesmo quando apareceram foram em

quantidades inferiores.

O baco participa da patogénese do LES, uma vez que ao realizar a esplenectomia em
camundongos com LES diminuiu a producdo autoanticorpos, e de doencas renais e hepaticas
(YUNG et al., 1997). O baco participa da resposta imunoldgica a antigenos presentes na
circulacdo sanguinea, sendo importante para homeostase imunolégica e para a producdo de
anticorpos séricos (TISCHENDOREF, 1985; MEBIUS & KRAAL, 2005; DREW et al., 1984).
Animais BALB/c e XID repopulados com B-1 estimulados com pristane apresentaram
aumento no tamanho e peso do baco. A esplenomegalia é observada em humanos e modelos
murinos com LES (LI; TITOV; MOREL, 2017). Previamente ja foi observado que o bago de
camundongos induzidos com pristane mostrou proliferacdo de linfdcitos reativos foliculares e
difusos com centro germinativo reativo nos foliculos e hiperplasia do centro germinativo
(LEISS et al., 2014; PANNU; BHATNAGAR, 2020).

Com base nessas informacoes, por meio da citometria de fluxo avaliamos a dindmica
populacional de linfécitos no bago. Animais BALB/c apresentaram maior nimero de
linfocitos B quando comparado aos animais XID. Em um trabalho onde foi realizado a
esplenectomia em camundongos saudaveis, relatou que as células B-1a dependem da presenca
do baco, no qual os antigenos esplénicos parecem atuar como fatores de sobrevivéncia para 0s
linfécitos B-1a, uma vez que ap6s a retirada do baco leva a diminuicdo de linfocitos B-1a,
embora ndo diminuia linfocitos B-1b (KRETSCHMER et al., 2015) Em algumas situacdes, 0s
linfocitos B-1 expressam niveis extremamente altos de integrinas e através de sinais diretos
por meio de TLRs induzem uma saida massiva de células B-1 da cavidade peritoneal. Os
linfécitos B-1 sdo capazes de migrar do periténio para o baco (HA et al., 2006a; MARTIN;
OLIVER; KEARNEY, 2001).
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Logo, suspeita-se que esse aumento de linfécitos B esteja associado a migragédo de B-1
para 0 baco. Ademais, animais BALB/c pristane apresentaram aumento em linfécitos T CD8
no baco quando comparado aos XID. Diferente dos nossos achados, camundongos BALB/c
pristane ndo apresentaram diferenca em linfocitos T CD8 ao comparar com 0S animais
BALB/c controle (PEIXOTO et al., 2019). Apesar dos linfécitos T CD8 estarem aumentados
no LES apresentam defeito em sua funcdo. Alguns autores citam um aumento de linfocitos T
CD8 contribuindo para a patologia do lupus através da geracdo de autoantigenos (BLANCO;
PITARD; TAUPIN, 2005; SHAH et al., 2011). No LES, os linfécitos T CD4 ativados se
apresentam aumentados em humanos e podem se diferenciam em perfis pré-inflamatérios
como Thl e Th1l7 auxiliando na patogénese da doenca (CRISPIN et al., 1998;
McDONALDS; DEGRASSI, 1993). Surpreendentemente, em nosso modelo, apenas os

animais XID apresentaram aumento em linfécitos T CD4 no baco apds estimulo com pristane.

Ao analisar a dindmica celular no sitio dos linfécitos B-1 apds a administracdo de
pristane, houve uma diminuicdo de linfocitos B totais no peritdnio dos animais BALB/c
pristane e XID repopulado com B-1, 0 que corrobora com a ideia de migragdo para o baco.
Também foi observado um aumento de linfécitos B-1a no peritbnio desses animais. O
aumento de B-1a no peritbnio na artrite autoimune foi relatada no inicio da doenca com
diminuigdo dessas células com o passar do tempo devido a migracdo para o local inflamado
(DENG et al., 2016). A migracdo de linfocitos B-1a para 6rgaos alvo também foi relatada em
modelos murinos com LES. O trafego aberrante de células B-1 contribuiu para a ativacdo de
células T CD4 autorreativas e producdo de autoanticorpos nos o6rgdos-alvo (ISHIKAWA,;
MATSUSHIMA, 2007). Outros autores comentam da migracao de linfdcitos B-1 para o baco,
timo e rins contribuindo na produgdo de anticorpos anti-dsSDNA IgG em camundongos
NZB/W F1 (ENGHARD et al., 2010).

No LES hé& alteracBes na populacdo de células do sistema imunitario no sangue
periférico devido ao aumento de destruicdo de células sanguineas associada a presenca de
autoanticorpos circulantes (VELO-GARCIA; GUERREIRO; ISENBERG, 2016). Por meio da
contagem diferencial de leucdcitos através da técnica de esfregaco sanguineo, observamos
que os animais BALB/c e XID repopulados com B-1 tiveram um maior nimero de linfocitos
no sangue quando comparados aos XID. O menor numero de leucdcitos em camundongos
XID poderia provir do nimero reduzido de células B. Esses valores indicam o numero total de
linfécitos no sangue periférico, ja que ndo héa distingdo morfoldgica entre os linfocitos obtidos

pela técnica de esfregaco sanguineo (BAIN, 2005).
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Pacientes com LES apresentam neutropenia, sendo um fator de risco para o aumento
de infeccBes (MARGARIDA et al., 2009; VELO-GARCIA; GUERREIRO; ISENBERG,
2016). Diferentemente, os animais XID apresentaram maior nimero de neutrofilos quando
comparado aos outros grupos. Esse perfil neutrofilico dos XID também foi observado por
Fiedler et al., 2016, e apesar do aumento estédo prejudicados na maturacdo e fungdo. O maior
recrutamento de neutrofilos no sangue em animais XID, pode ser devido a um modo

compensatério da auséncia de B-1.

Os mondcitos sdo liberados ativamente na medula 6ssea e sdo recrutados para tecidos
inflamados no LES (LEE et al., 2009) Houve aumento no nimero de mondcitos em todos 0s
grupos estimulados com pristane. Similarmente, em outros estudos houve o aumento de
mondcitos apds indugdo com pristane seguido de producdo de IFN | (BOSSALLER et al.,
2015; LEE et al., 2009).

A producdo de autoanticorpos e muitas das manifestacdes clinicas sao induzidas pela
presenca de citocinas no LES. InUmeros trabalhos citam o aumento de niveis séricos das
citocinas IL-10 em humanos e modelos murinos com LES (LEE et al., 2019; PENG et al.,
2013; UZRAIL; ASSAF; ABDALLA, 2019). O aumento de IL-10 no LES apresenta um
papel patogénico, pois € capaz de desregular a funcdo de linfocitos B e T , aumentar a
proliferacdo e diferenciacdo dos linfocitos B em células secretoras de autoanticorpos e
aumentar a apoptose (GEORGESCU et al., 1997; MOORE et al., 2001). Ao injetar IL-10 em
camundongos transgénicos, houve um aumento no ndmero de linfocitos B-1 que se
diferenciaram em células produtoras de autoanticorpos in vivo (NISITANI et al., 1995). NGs
observamos um aumento significativo de IL-10 no soro dos animais BALB/c e XID
repopulado com B-1 induzidos com pristane. Além disso, os linfécitos B-1a sdo fonte de IL-

10 e podem ser 0s responsaveis por esse aumento no soro dos animais (GARRA et al., 1992).

Os camundongos BALB/c e XID repopulados com B-1 apresentaram aumento da
citocina pré-inflamatoria IFN-y apds indu¢do com pristane. O IFN-y esta relacionado com a
producéo de autoanticorpos, glomerulonefrite e artrite (JACOB et al, 1987; RICHARDS et
al.,2001; OKE et al., 2019). Em animais BALB/c induzidos com pristane com deficiéncia em
IFN-y (-/-), a deficiéncia de IFN-y ocasionou a reducdo de imunoglobulinas séricas,
diminuicdo na producdo de autoanticorpos e diminuicdo no depdsito de CI nos rins e
proteindria comparado com os camundongos selvagens (RICHARDS et al., 2001). O IFN-I é

importante em modelos murinos induzidos, no qual apresentam uma assinatura significativa
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desse IFN (FREITAS; DE OLIVEIRA; MONTICIELO, 2017). Entretanto, em camundongos
com deficiéncia de receptor de IFN-1 (Ifnar), essa deficiéncia ndo modificou o deposito de CI
nos rins, e permaneceu ANA positivo embora apresentasse em menor quantidade
(NACIONALES et al., 2007) demonstrando que os outros tipos de IFN s&o importantes para a
patogénese da doenca. Em nosso modelo, o aumento significativo de IFN-y em camundongos

com linfécitos B-1 poderia estar contribuindo com a patogénese da doenca.

A IL-6 também é uma citocina inflamatdria que participa da patogénese do LES,
sendo capaz de induzir a diferenciacdo de linfocitos B em plasmocitos e de participar da
ativagdo de linfocitos T (JAIN et al., 2016). Niveis elevados de I1L-6 no soro de pacientes com
LES, esta associado a producdo de autoanticorpos, presenca de lipogranulomas,
desenvolvimento da glomerulonefrite e progressdo rapida da doenca levando a mortalidade
em modelos de camundongos (RICHARDS et al., 1998; RYFFEL et al., 1994; SATOH;
REEVES, 1994; REEVES et al., 2009). Em nosso trabalho, apenas 0s animais que apresentam
B-1 (BALB/c e XID repopulado com B-1) ao serem estimulados com pristane tiveram
aumento na producdo de IL-6 quando comparado aos grupos controles. Outros autores,
também observaram aumento de IL-6 ap6s a administracdo de pristane nos animais BALB/c
(PANNU; BHATNAGAR, 2020), e baixos niveis de IL-6 em animais CBA/N XID
estimulados com pristane (SATOH et al., 2003). Nossos resultados revelaram que a triade de
citocinas IL-6, IFN- y e IL-10 estavam elevados apenas nos animais estimulados com pristane
que possiam células B-1 naturalmente ou repopulados. Desse modo nossos dados corroboram
a literatura e sugerem que o agravamento do LES desses animais pode estar intimamente

relacionado a presenca de células B-1.

A presenca de linfocitos B-1, interferiu na producdo de niveis elevados de citocinas
como IL-6, IFN- y e IL-10. Essas citocinas sdao importantes na patogénese do LES, pois seu
aumento esté relacionado com as manifestagdes clinicas e com atividade da doenca(CHUN et
al., 2007).

Com o intuito de avaliar se a presenca de linfocitos B-1 interferiu na atividade do LES
foi realizada a andlise histoldgica dos rins e das articulacdes do tornozelo dos animais. Leiss
et al., 2014 observou que em camundongos BALB/c induzidos com pristane houve um
envolvimento grave das articulacbes apds 8 meses de inducdo apresentando uma artrite
erosiva. Sendo assim, o modelo induzido por pristane uma importante ferramenta para o

estudo da artrite.
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As patas traseiras sdo as mais utilizadas para analise de artrite em animais, permitindo
uma combinacdo de parametros clinicos e histopatoldgicos da doenca (HAYER et al., 2021).
Como observado anteriormente, Animais BALB/c estimulados com pristane apresentaram
aumento do tamanho e edema nas articulagdes, no qual foi possivel observar apenas em
animais BALB/c pristane lesbes mais graves, com diversas altera¢des nas articulagdes como:
proliferacdo dos sinoviocitos, inflamacdo na sindvia, presenca de exsudato e debris celulares
na cavidade sinovial e formacdo de pannus com a presenca de erosdo Ossea. A presenca de
inflamacdo das articulagdes, danos a cartilagem e erosdo 6ssea sdo lesdes caracteristicas da
artrite (HAYER et al., 2021). Animais XID estimulado com pristane apresentaram alteragdes

brandas quando comparado aos animais BALB/c pristane.

No modelo de LES induzido por pristane ha a inducdo de uma série de autoanticorpos
especificos ou associados com o LES (Satoh; Reeves, 1994; Satoh et al., 1999; Elkon et al.,
1992; Hamilton et al., 1998). Em camundongos BALB/c, uma unica injecdo intraperitoneal de
pristane (0.5 mL) estimula a producdo de autoanticorpos contra RNA (Christensen et al.,
2006) e uma glomerulonefrite com deposicao de CI. A glomerulonefrite € induzida em cerca
de um terco de camundongos BALB/c ap6s a administracdo de pristane, e € mediada pela
interacdo entre o CI contendo IgG e células mieldides efetoras, monocitos/macrofagos. Estes
animais cursam com proteindria, que se inicia 4-6 meses apds a injecdo de pristane (Satoh et
al., 1995; Chowdhary et al., 2007; Kofler et al., 1971).

A glomérulo nefrite cronica inicia com danos nos glomérulos. Os danos em
glomérulos e nos tabulos intersticiais diminui 0 nimero de néfrons funcionais causando danos
na anatomia e fisiologia dos rins desencadeando uma disfuncéo renal (KIMURA et al., 2011).
Animais BALB/c pristane apresentaram alcas capilares espessas, alargamento do eixo
mesangial e presenca de células inflamatdrias indicando uma glomerulopatia. Embora as
alterac@es histoldgicas sejam semelhantes as encontradas na glomerulonefrite, para confirmar
0 quadro de glomerulonefrite torna-se necessario a presenca de achados clinicos e
laboratoriais como presenca de autoanticorpos, presenca de proteindria entre outros
(ANDERS et al., 2020).

Com intuito de avaliar os danos renais nos animais, as lesdes glomerulares foram
caracterizadas através de um escore semi-quantitativo modificado (KIMURA et al., 2011).
Animais BALB/c pristane apresentaram lesdes renais graves significativas (>1+) quando

comparado aos animais XID pristane. Como a glomerulopatia poderia estar associada a
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deposito de CI, avaliou-se a deposi¢do de ClI de forma indireta nos glomérulos através da
coloracdo TMM. Animais BALB/c pristane apresentaram em maior quantidade a presenca de
Cl intramembranares e subepiteliais. Enquanto, animais XID apresentou complexos em
menor quantidade, associado a um espessamento na alca capilar que poderia estar associada a
deposicdo de CI. A leséo renal significativa observada nos animais BALB/c pristane pode ter

sido mediada pela presenca Cl e consequente resposta inflamatoria.

Este trabalho abre novas vertentes para o entendimento do papel dos linfocitos B-1 no
LES. A presenca de linfécitos B-1 sugere uma influéncia na dinamica celular do baco e
peritonio, na producdo de citocinas e na atividade da doenca sendo importante sua
participacdo na patogénese do LES. Dessa forma, o entendimento do papel dos linfocitos B-1
na imunopatogénese do LES pode abrir frentes de estudos sobre estratégias de imunoterapias

que possibilitariam um controle mais seguro dessa doenca complexa e multifatorial.

7 CONCLUSOES

Os linfocitos B apresentam um papel fundamental na patogénese do LES, através da
producdo de autoanticorpos, producdo de citocinas e apresentagdo de antigenos. Embora o
papel sobre os linfécitos B-1 no LES ainda ndo esteja claro, em nosso modelo ao induzir com
pristane os animais BALB/c, XID e XID repopulado com B-1, mostrou que, na presenca de
linfdcitos B-1, ha o desenvolvimento de manifestacdes clinicas caracteristicas da doenca, com
deposito de CI nos rins e producdo de citocinas importantes para a atividade da doenga como
IL-6, IFN-y e IL-10. Animais XID apresentaram apenas algumas manifestacdes, sendo de
modo significantemente mais brando e tardio. Além disso, a presenca de linfocitos B-1
interferiu na dindmica populacional de células do baco, periténio e sangue periférico. Esses
dados revelam que ha uma certa protecdo no desenvolvimento da doenca na presenca de
linfécitos B-1. Com base nesses resultados, podemos concluir que os linfécitos B-1
apresentam um papel modulador na resposta imunitaria contribuindo para a patogénese do
LES.
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