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“Give so much time to the improvement of yourself 

that you have no time to criticize others” 

(Christian D. Larson), for “Great minds discuss 

ideas; Average minds discuss events; Small 

minds discuss people” (Eleanor Roosevelt),It is 

said that “The wisdom of life consists in the 

elimination of nonessentials" (Lin Yutang), 

perhaps because “Great spirits have always 

encountered violent opposition from mediocre 

minds” (Albert Einstein), then why not “Keep 

away from people who try to belittle your 

ambitions.” ? ” Small people do that, but the 

really great make you feel that you, too, can 

somehow become great” (Mark Twain). It is also 

important to take into account that “The future 

belongs to those who believe in the beauty of their 

dreams” (Eleanor Roosevelt). Therefore, “Don’t 

criticize, condemn or complain” (Dale Carnegie) 

for the sake of becoming extraordinarily great. 



 

RESUMO 

ROSSATO, C. Caracterização da fase inicial da artrite induzida pelo pristane em 

camundongos selecionados para alta ou baixa produção de anticorpos: envolvimento 

celular e molecular. 2011. 81f. (Mestrado em Imunologia) – Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo, São Paulo, 2011. 

 

A artrite induzida por pristane (PIA) em camundongos HIII (resistentes) e LIII (suscetíveis) foi 

usada para estudar mecanismos inflamatórios e imunes atuantes na fase pré-clínica da doença, 

os quais são pouco conhecidos. Estudos anteriores mostraram diferenças significativas na 

produção de citocinas nos animais HIII e LIII na fase pré-clínica da PIA, sugerindo forte 

influênica no fenótipo de PIA. A PIA foi induzida apenas por via intraperitoneal nos animais 

LIII, com intensa infiltração de neutrófilos, linfócitos, monócitos e macrófagos, altos níveis 

de IL-12p40 e maior expressão de genes de citocinas inflamatórias após a injeção de pristane. 

Por outro lado, na linhagem HIII houve aumento de eosinófilos e neutrófilos, mas redução de 

monócitos e linfócitos. Não observamos diferenças nos níveis de TNF-α, IFN-γ, IL-12p70, 

IL-17, IL-10. Concluímos que a intensidade e o tipo de resposta inflamatória na fase inicial da 

PIA podem ser mecanismos envolvidos na diferença de resistência/ susceptibilidade entre as 

linhagens HIII e LIII. 

 
Palavras-chave: Autoimunidade. Camundongos. Citocinas. Células. Linfócitos. Peritônio. 

 



ABSTRACT 

ROSSATO, C. Characterization of the initial phase of PIA in mice genetically selected 

for high or low antibody production: cellular and molecular involvement. 2011. 81f. 

Master Thesis (Immunology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Departamento de 

Imunologia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2011. 

 

Pristane-induced arthritis (PIA) in HIII (resistant) and LIII (susceptible) mice was used in this 

work to characterize the cellular and molecular alterations of the pre-clinical phase of the 

disease, of which little is known. Previous reports showed significant differences in cytokine 

production of HIII and LIII mice in the pre-clinical phase of PIA, suggesting a strong 

influence on PIA phenotype. PIA was induced only by the intraperitoneal route in LIII 

animals, which showed intense infiltration of neutrophils, lymphocytes, monocytes and 

macrophages, with high levels of IL-12p40 after pristane injection. Inflammatory cytokine 

genes were also upregulated in LIII mice. On the other hand, HIII strain had increased 

eosinophils and neutrophils, but reduced monocytes and lymphocytes. No significant 

differences were found in TNF-α, IFN-γ, IL-12p70, IL-17, IL-10 levels. We conclude that the 

intensity and type of inflammatory response in the initial phase of PIA may be different 

mechanisms involved in resistance / susceptibility between HIII and LIII mice. 

Key words: Autoimmunity. Mice. Cytokines. Cells. Lymphocytes. Peritoneum. 
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1 INTRODUÇÃO 

 A artrite reumatóide (RA) é uma doença inflamatória crônica com envolvimento 

autoimune que acomete as articulações sinoviais e pode levar à incapacidade funcional. Por 

ser uma doença de etiologia desconhecida, a RA vem sendo alvo de intensa pesquisa. Alguns 

tratamentos são eficazes no controle dos sintomas, porém não afetam os mecanismos que a 

desencadeiam. Pouco é conhecido sobre os mecanismos envolvidos na fase anterior ao 

estabelecimento da doença, ou seja, na fase pré-clínica. Além disso, a RA apresenta caráter 

complexo de desenvolvimento, envolvendo um conjunto amplo de células reguladas por 

citocinas da resposta imune. 

1.1 Artrite reumatóide 

 A artrite reumatóide (RA) afeta entre 0,5-1% da população humana com maior 

incidência em adultos do sexo feminino (ALAMANOS; DROSOS, 2005), e acomete 

primariamente as articulações das extremidades dos membros superiores e inferiores. 

(FIRESTEIN, 2003). O American College of Rheumatology utiliza como critério de 

diagnóstico, a inflamação das articulações; a presença de nódulos subcutâneos em 

protuberâncias ósseas, superfícies extensoras ou regiões justarticulares; alterações 

radiográficas das extremidades, como erosão ou descalcificação adjacente às articulações 

afetadas; e positividade para o fator reumatóide (RF), composto principalmente por anticorpos 

IgM anti-IgG (ARNETT et al., 1988). Mais recentemente, os anticorpos anti-CCP (Peptídeos 

citrulinados cíclicos) têm ganhado maior importância no diagnóstico da RA 

(SCHELLEKENS et al., 2000), e sua presença está associada a mau prognóstico (GERARD 

et al., 2000). 

 O RF, descrito por Zvaifler em 1973, e outros autoanticorpos fixadores de complemento 

(anti-dsDNA, anti-CCP), que se depositam nas articulações na forma de imunocomplexos, 

induzem a liberação de fatores quimiotáticos (como o fragmento C5a do complemento) e 

quimiocinas por células adjacentes, promovendo o recrutamento de células inflamatórias para 

a articulação. Os neutrófilos, ao se acumularem no líquido sinovial, fagocitam os 

imunocomplexos e liberam metabólitos do oxigênio (ROS) e enzimas proteolíticas, tais como 

mieloperoxidase (MPO) e metaloproteinases. Macrófagos e linfócitos T e B também infiltram 

a membrana sinovial formando agregados e induzindo alta taxa de proliferação das 

populações de sinoviócitos, tipos 1 (similares a macrófagos) e 2 (similares a fibroblastos), 
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ocasionando hiperplasia da camada íntima. Em conjunto com os neutrófilos, os sinoviócitos 

que expressam metaloproteases, serino-proteases e agrecanases destroem as articulações 

(AFONSO et al., 2007; FIRESTEIN, 2003), devido à digestão da matriz extracelular e do 

aumento da atividade de osteoclastos (YASUDA; KALETA; BROMME, 2005). Ocorre 

também angiogênese, a qual contribui facilitando a migração de células para as articulações 

(TAYLOR; SIVAKUMAR, 2003). Entretanto, estas alterações imunopatológicas são 

observadas quando a doença já se encontra instalada e são resultado de eventos primordiais 

dos quais pouco é conhecido. 

 O estresse e as infecções são alguns fatores ambientais que podem contribuir para o 

estabelecimento da artrite reumatóide humana (STOJANOVICH; MARISAVLJEVICH, 

2008). Por outro lado, é evidente a participação de genes do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC), em particular o gene HLA-DRB1, que codifica para a proteína 

HLA-DRβ1, cujos alelos DRB*0401, DRB*0404 DRB*0101 possuem associação 

significativa com a ocorrência da doença (GREGERSEN; SILVER; WINCHESTER, 1987; 

FIRESTEIN, 2003). Entretanto, o gene HLA-DRB responde por cerca de 30 a 50% da 

variabilidade fenotípica de origem genética (DEIGHTON et al., 1989; DEIGHTON; 

WALKER, 1991), indicando que outros genes fora do MHC também regulam a 

suscetibilidade à RA. Os principais candidatos são o gene PTPN22, que codifica uma tirosina 

fosfatase, e o PADI4, enzima envolvida na citrulinação de peptídeos, os quais são alvo de 

autoanticorpos na RA. 

 Polimorfismos em genes codificadores de citocinas ou seus receptores determinam 

variantes que também predispõem o indivíduo a autoimunidade (HOLLIS-MOFFATT et al., 

2009; VALLVÉ et al., 2008).  

1.2 Modelos experimentais de artrite 

 Os modelos animais de artrite reumatóide são amplamente usados no estudo da 

imunopatologia, genética, no conhecimento da patogênese e na validação de alvos 

terapêuticos. A artrite pode ser induzida em camundongos ou ratos pela imunização com 

componentes protéicos das articulações (autólogos ou heterólogos) em adjuvante. A artrite 

induzida por colágeno (CIA) utiliza o colágeno do tipo II bovino (TRENTHAM; TOWNES; 

KANG, 1977) enquanto a induzida por proteoglicanos (PGIA) utiliza agrecanos (cartilagem) 

como antígenos (GLANT et al., 1987).  

 É também possível a indução de artrite pela injeção intraperitoneal de óleos minerais 
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não-imunogênicos, como o pristane (TMPD - 2, 6, 10, 14-tetrametilpentadecano), artrite 

induzida por pristane (PIA) (POTTER; WAX, 1981), além de modelos de ocorrência 

espontânea de artrite (MOUNTZ et al., 2005). A susceptibilidade à artrite experimental 

também é associada com os genes do complexo principal de histocompatibilidade (H-2) de 

classe II e seu desenvolvimento é acompanhado por uma robusta resposta de células T e B a 

componentes articulares. As principais características patológicas desses modelos incluem 

sinovite proliferativa com infiltração de polimorfonucleares e mononucleares, formação de 

pannus, degradação da cartilagem, erosão óssea e fibrose (GREGERSEN; SILVER; 

WINCHESTER, 1987; FIRESTEIN, 2003). Como na RA, citocinas próinflamatórias, como 

fator α de necrose tumoral (TNF-α) e interleucina (IL)-1β, são expressas em abundância nas 

articulações artríticas no modelo de CIA, e o bloqueio destas moléculas resulta em redução da 

gravidade da doença (WILLIAMS, 2004). 

 O modelo utilizado neste trabalho foi o da PIA, o qual é dependente de células T CD4
+
, 

acompanhado por hipergamaglobulinemia e produção de autoanticorpos. Além do fator 

reumatóide, observa-se a presença de anticorpos anti-dsDNA (double strand DNA), Hsp (Heat 

shock protein, proteínas do choque térmico) e colágeno (MORGAN et al., 2004; 

THOMPSON et al., 1990; WOOLEY et al., 1989).  

  Animais de linhagens suscetíveis, mantidos em condições livres de patógenos 

específicos (SPF) são resistentes à PIA, mas após serem transferidos para o ambiente 

convencional sua suscetibilidade é restaurada (THOMPSON; ELSON, 1993), evidenciando a 

participação da biota intestinal na indução da doença. A autoimunidade contra a proteína de 

choque térmico de micobactérias (hsp65, de 65 kDa) está associada com o desenvolvimento 

da PIA (THOMPSON et al., 1990). Foi proposto que o pristane, ao provocar um processo 

inflamatório crônico na cavidade peritoneal, promoveria a permeabilização vascular intestinal 

favorecendo a transferência de antígenos da microbiota para o peritônio. Essa transferência 

levaria ao desenvolvimento de anticorpos anti-hsp65 bacteriana, a qual reage cruzadamente 

com uma variedade de hsp60, inclusive a homóloga murina (e humana), resultando, assim, no 

desenvolvimento da autoimunidade (BARKER; WELLS; GHORAISHIAN, 1996; 

KAUFMANN, 1990). No entanto, se a hsp65 for administrada em IFA, é capaz de suprimir a 

PIA e a resposta imune contra a HSP (BEECH et al., 1997). Na literatura há escassez de 

dados quanto à influência da via de inoculação do pristane para dar suporte a essa hipótese, 

pois, em ratos, a PIA é induzida pela via subcutânea ou intradérmica (VINGSBO et al., 1996).  

 Além disso, dados anteriores do nosso grupo demonstram que a presença de anticorpos 
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anti-hsp é per se insuficiente para desencadear o quadro clínico de artrite (JENSEN et al., 

2006). Neste trabalho, que utilizou camundongos HIII e LIII, selecionados geneticamente 

segundo a capacidade de produzir altos ou baixos títulos de anticorpos, foi demostrado que, 

apesar de se comportarem diferentemente quanto à suscetibilidade/ resistência à PIA, os 

animais das duas linhagens produzem títulos similares de IgG total anti-hsp65, diferindo em 

relação aos isotipos predominantes. A linhagem resistente HIII produziu predominantemente 

IgG1 e IgG2a enquanto a linhagem suscetível LIII apresentou níveis de IgG2b e IgG3 elevados 

(JENSEN et al., 2006). Estes dados sugerem que outros mecanismos imunes estão envolvidos, 

entre os quais o balanço de sub-populações de células T CD4
+
 e células B1, as quais são as 

principais produtoras de anticorpos IgG3 (SIDMAN et al., 1986). 

 Há variações entre os modelos experimentais quanto aos parâmetros de avaliação do 

desenvolvimento a doença. Por exemplo, os animais suscetíveis LIII (H-2
z
, FRANGOULIS et 

al., 1990) têm incidência de 100% aos 100 dias após a primeira injeção de pristane (JENSEN 

et al., 2006) e desenvolvem artrite muito mais rapidamente (início aos 45 dias de indução) do 

que os animais isogênicos susceptíveis BALB/cJ (H-2
d
), os quais apresentam 70% de 

incidência, com início aos 160 dias (POTTER; WAX, 1981). Os animais DBA/1 (H-2
q
) tem 

média de incidência de 90% aos 130 dias (WOOLEY et al., 1998), enquanto que os da 

linhagem AIRmax,  selecionados para a alta resposta inflamatória, apresentam 65% de 

incidência de PIA após 200 dias de indução. Em linhagens consideradas resistentes, como os 

camundongos AIRmin selecionados para a baixa resposta inflamatória, 7% desenvolvem a 

PIA (VIGAR et al., 2000) enquanto a linhagem DBA/2 (H-2
d
) (WOOLEY et al., 1998), não 

apresenta nenhum sinal de artrite no mesmo período, bem como os animais HIII (JENSEN et 

al., 2006).  

 Em relação à gravidade da doença, os animais LIII apresentam um quadro de extrema 

gravidade atingindo o escore visual máximo (JENSEN et al., 2006), utilizado na maioria dos 

trabalhos para a avaliação clínica da doença, enquanto que as demais linhagens suscetíveis em 

geral apresentam quadros de gravidade baixa a moderada (THOMPSON; ELSON, 1993; 

VAN DE VELDE et al., 2010). 

 As linhagens LIII e HIII foram selecionadas segundo a capacidade de produção de baixo 

ou alto título de anticorpos contra antígenos complexos de Salmonella enterica. Após 20 ou 

mais gerações de acasalamentos admitiu-se que os alelos responsáveis pelos fenótipos de 

seleção alcançaram a homozigose nas linhagens (SIQUEIRA et al., 1976). Durante o processo 

seletivo foram observados ganhos progressivos no fenótipo de seleção, uma vez que as 
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populações de baixa ou de alta produção de anticorpos se afastavam da população inicial de 

seleção, evidenciando a regulação poligênica da produção de anticorpos. Por métodos 

clássicos de genética quantitativa, foi estimada a participação de 4 a 7 QTLs reguladores do 

fenótipo de produção de anticorpos para o antígeno de seleção. Um mapeamento genômico 

destas linhagens detectou 3 QTLs com associação significativa com a produção de anticorpos, 

além de 7 regiões sugestivas (DE SOUZA et al., 2004), em concordância com a estimativa 

inicial. É importante salientar que essas linhagens diferem não somente para o fenótipo de 

seleção, mas também para tumorigênese experimental (BIOZZI et al., 1998; IBAÑEZ et al., 

1999), infecções bacterianas (TREZENA et al., 2002) e artrite autoimune (JENSEN et al., 

2006). 

 Em 2006, Jensen et al., baseados em De Souza et al., 2004, evidenciaram a participação 

de um QTL (Quantitative trait loci) regulador da produção de anticorpos no desenvolvimento 

da PIA, cujo intervalo de confiança abrange alguns genes candidatos para exercer esses 

efeitos, como o Rorc (Ror t), Fc RI (CD64), Il6ra (cadeia alfa do receptor de IL6), Il12a (IL-

12p35), catepsinas K (Ctsk) e S (Ctss), e Cd53.  

1.3 Células, citocinas e moléculas na artrite experimental 

Os granulócitos, monócitos, macrófagos, células dendríticas (DC) e Natural Killer 

(NK) representam parte do sistema imune inato que provem a primeira linha de defesa contra 

substâncias estranhas ao sistema imunológico. Durante o processo inflamatório, estas células 

deixam gradualmente a medula óssea ao mesmo tempo em que as células presentes na 

corrente sanguínea migram para o sítio de injúria. O tecido inflamado produz fatores que 

induzem a parede dos vasos adjacentes a expressar moléculas necessárias para que os 

leucócitos realizem a migração para o tecido perivascular, que ocorre por três passos 

coordenados: rolamento e adesão ao endotélio; e transmigração para o sítio inflamatório.  

Uma vez no sítio inflamatório, os monócitos se diferenciam em macrófagos e/ ou em 

DCs, que reconhecem partículas estranhas mediante a ligação aos PAMPs, fagocitam e 

produzem diversos produtos tóxicos que auxiliam na eliminação da substância, tais como: 

peróxido de hidrogênio (H2O2), o ânion superóxido (O2
-
) e o óxido nítrico (NO). Além disso, 

estas células também respondem rapidamente ao estímulo inflamatório secretando citocinas e 

quimiocinas como CCL3, CCL8, CXCL8, e CCL2, a qual é induzida por IFN-α/β 

(TRINCHIERI, 2010). As células apresentadoras de antígenos (APCs), como macrófagos, 

linfócitos B e DCs, portando os antígenos anteriormente fagocitados, deixam o sítio 
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inflamatório e migram em direção aos órgãos linfóides secundários, onde interagem com os 

linfócitos T CD4
+
, os quais se diferenciam e se ativam, tornando-se células efetoras.  

Os linfócitos T Helper CD4 (TH) são reguladores essenciais das respostas imunes 

adaptativas. As células TH foram classificadas classicamente como tipo 1 (TH1) e tipo 2 (TH2), 

com base em seus perfis de expressão de citocinas e função imune reguladora (MOSMANN; 

COFFMAN, 1989). As células TH1 medeiam a imunidade celular produzindo interferon-γ 

(IFN-γ), enquanto células TH2 produzem interleucina 4 (IL-4), IL-5 e IL-13, e medeiam a 

imunidade humoral e reações alérgicas. No entanto, outras subpopulações de linfócitos, tais 

como TH17, estão envolvidas na resposta contra patógenos extracelulares, e as células T 

reguladoras (Tregs) que são responsáveis pela supressão das respostas imunes (MELLANBY; 

THOMAS; LAMB, 2009; PARK et al., 2005). 

A diferenciação TH1 é regulada principalmente pelas citocinas IL-12 e IL-27, 

mediante a ativação do transdutor de sinal e ativador de transcrição 4 (STAT4, (GLIMCHER; 

MURPHY, 2000), e o fator de transcrição Tbet (BATTEN et al., 2006), respectivamente; a 

IL-4 atua tanto na diferenciação TH2 quanto na diferenciação das células Tregs induzindo a 

expressão do fator de transcrição GATA3. O TGF-β induz a expressão de FoxP3 nas células 

Tregs na presença da IL-2, enquanto combinado com a IL-6 é capaz de induzir a 

diferenciação das células TH17 mediante a expressão do RORγt (IVANOV et al., 2006; 

ZHENG; WANG; HORWITZ, 2008).  

 As células TH17, produtoras de IL-17 (IL-17A), têm sido associadas ao 

desenvolvimento de artrite reumatóide, lúpus e rejeição de enxerto (AGGARWAL; 

GURNEY, 2002). Além disso, pacientes artríticos tiveram mastócitos produtores de IL-17 nas 

sinóvias acometidas (SUURMOND et al., 2011), indicando que esta citocina pode ser 

produzida por outras células que não linfócitos TH. A ligação da IL-17 ao seu receptor (IL-

17R) induz a produção de G-CSF (fator estimulador de colônias de granulócitos), GM-CSF 

(fator estimulador de colônias granulócito-monócito) e IL-8, o que resulta no recrutamento 

maciço de neutrófilos (KOLLS; LINDEN, 2004; MOSELEY et al., 2003). Camundongos 

tratados com antagonista de IL-17R (BUSH et al., 2002), ou deficientes de IL-17R (NAKAE 

et al., 2003) mostraram-se resistentes à CIA.  

 A diferenciação e a ativação das células TH também é dependente da interação com as 

APCs, que expressam moléculas de classe II do Complexo Principal de Histocompatibilidade 

(MHC), CD40 e moléculas coestimulatórias, como CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) em conjunto 

com citocinas (FIRESTEIN, 2003; LENSCHOW et al., 1996). 
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 Associadas ao desenvolvimento da artrite autoimune, a IL-6, IL-12, IL-23, IL-27 e a 

enzima Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) podem ser produzidas por monócitos, macrófagos 

e DCs em resposta ao estímulo aos PAMPs, principalmente por ligantes dos receptores Toll-

like, como LPS, Poly I:C e Oligopeptídeos CpG. Entretanto, foi observado aumento 

significativo de IL-6 e IL-12p40/70 em lavado peritoneal de animais BALB/c germ-free após 

6 meses da injeção i.p de pristane (MIZUTANI et al., 2005), indicando que o pristane é capaz 

de induzir a produção destas citocinas mesmo na ausência de produtos bacterianos. Os autores 

sugerem que esse efeito pode ser devido a produtos de células NK, como IFN-γ, que induz a 

produção de H2O2, TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-23, IL-27 e IDO em fagócitos e inibe a 

expressão de IL-4. (TRINCHIERI, 1995). 

 A IL-6 apresenta função na diferenciação de células B em plasmócitos secretores de 

anticorpos (KISHIMOTO, 2005); e apesar de ter sido denominada proteína de fase aguda, 

também está presente em processos crônicos, sendo detectada em lavados de articulações de 

pacientes com artrite reumatóide e em lavado peritoneal de camundongos 6 meses após o 

tratamento com pristane (MIZUTANI et al., 2005). Camundongos deficientes de IL-6 têm 

redução drástica na incidência de artrite experimental (DE HOOGE et al., 2000); e o bloqueio 

da atividade da IL-6 com anticorpos anti-IL-6R suprime a CIA (FUGIMOTO et al., 2008), 

possivelmente devido à redução de células TH17. Os níveis de IL-6 no peritônio de animais 

BALB/c injetados com pristane aumentam após cerca de 30 dias, e se mantêm elevados até 

150 dias (SHACTER; ARZADON; WILLIAMS, 1992). Estudos do laboratório demostraram 

que os animais da LIII e HIII apresentam elevação semelhante do número de células esplênicas 

secretoras de IL-6 entre 4 e 15 dias pós-pristane (JENSEN et al., 2006), indicando que a 

presença isolada desta citocina não responde pela diferença de suscetibilidade entre estas 

linhagens.  

 A IL-12 (IL-12p70), composta por duas subunidades, p35 e p40, aumenta a imunidade 

celular e humoral pela ativação de células T e B. Enquanto em células T, a IL-12 induz a 

secreção de IFN-γ, nas células B (VOGEL et al., 1996) aumenta a produção dos isotipos de 

anticorpos IgG2a e IgG3. Este efeito pode ser mediado também pelo IFN-γ (BUCHANAN; 

ARULANANDAM; METZGER, 1998).  

 Observa-se que a ausência da IL-12p40, em camundongos IL-12p40-/-, acarreta em 

resistência a artrite induzida por adjuvantes, indicando forte associação com a doença 

(SANTOS et al., 2006). A IL-12p40 é produzida em alta concentração (TRINCHIERI, 1995), 

na forma monomérica ou homodimérica (IL-12p80), por macrófagos e células dendríticas, 
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independente de estímulo CD40-CD40L mediado por células T CD4
+
, ao contrário da IL-12, 

a qual depende deste estímulo para ser produzida. A IL-12p80 atua na quimiotaxia de 

monócitos e macrófagos para o sítio inflamatório e induz migração de células dendríticas para 

os linfonodos (revisado por COOPER; KHADER, 2007). Além disso, pode competir com a 

IL-12 na ligação ao IL-12Rα, possuindo ação antagonista. A IL-12p40 é descrita como sem 

atividade biológica em células do sistema imune, porém sua ausência predispõe camundongos 

a infecções por Salmonella (LEHMANN et al., 2001). 

 A IL-23 é formada por duas subunidades, IL-12p40 e a IL-23p19, esta última induzida 

por IFN-γ. A deficiência de IL-23p19, mas não da IL-12p35, está associada com resistência a 

EAE (Encefalomietite autoimune experimental) e CIA em camundongos, indicando ser 

dependente de IL-23 e independente da IL-12 (CUA et al., 2003; MURPHY et al., 2003). Foi 

observado que a IL-23 pode aumentar a sobrevida e proliferação das células TH17 de 

memória, contudo não atua na diferenciação de células T CD4
+
 naïve, pois o receptor da IL-

23 (IL-23R) é somente expresso em células efetoras (BONIFACE et al., 2008) que 

coexpressam IL-17F (ou IL-25, outra citocina da família da IL-17), TNF-α e IL-6 

(LANGRISH et al., 2005).  

 A IL-27 também compreende duas subunidades, a Ebi3, regulada pela sinalização via 

CD40L e IL-1β, e a p28, cuja expressão é aumentada na presença de IFN-γ (LIU et al., 2007; 

SCHNURR et al., 2005). Além disso, a IL-27 pode ser induzida por ligantes dos receptores 

semelhantes ao Toll (LPS, Poly I:C) e Escherichia coli intacta (PFLANZ et al., 2002; 

SCHNURR et al., 2005; WIRTZ et al., 2005), e também por IFN-α. A IL-27 suprime a 

resposta Th17 (GUO; CHANG; CHENG, 2008; COLGAN; ROTHMAN, 2006) e de células 

T reguladoras (WOJNO et al., 2011). 

 Outra molécula induzida por IFN-γ é a enzima IDO (Indoleamine 2,3-dioxygenase) que 

catalisa a etapa inicial e limitante da degradação do triptofano (SHIMIZU et al., 1978; 

YOSHIDA; HAYAISHI, 1978). Pode ser produzida por células estromais, mesenquimais, 

dendríticas, eosinófilos e linfócitos B, e possui um papel imune relevante. A administração de 

seu inibidor bioativo, o 1-metil-triptofano (1MT), (CADY; SONO, 1991) permite a ativação 

de células T efetoras in vitro (MUNN et al., 1999), acelera rejeição de transplantes mediada 

por células T (MELLOR et al., 2001), além de inibir o escape imunológico no câncer 

(MULLER; SCHERLE, 2006), e exacerbar a CIA em camundongos (SZÁNTÓ et al., 2007) 

levando ao conceito da enzima IDO como imunossupressora envolvida no estabelecimento da 

tolerância periférica. Entretanto, a inibição da atividade da IDO amenizou inesperadamente os 
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sintomas de artrite em camundongos K/BxN, levando a diminuição dos títulos de 

autoanticorpos, redução dos níveis de citocinas inflamatórias, e um curso atenuado da doença; 

sugerindo um papel na modulação das respostas inflamatórias mediadas por células B 

autorreativas (SCOTT et al., 2009). 

Amplamente estudadas em modelos de autoimunidade, as células B podem estar 

envolvidas na resistência e na suscetibilidade à artrite experimental. Enquanto uma 

subpopulação de células B, produtoras de IL-10, pode prevenir o aparecimento de CIA em 

camundongos (MAURI et al., 2003), a outra é o principal alvo para o desenvolvimento 

espontâneo de artrite em animais BX2D (HSU et al., 2008).  

As células B podem ser divididas em diversas subpopulações. Na cavidade peritoneal, 

três populações predominam: B1a (CD19
+
/CD5

+
/CD23

-
), B1b (CD19

+
/CD5

-
/CD23

-
), e B2 

foliculares ou células B convencionais (CD19
+
/CD5

+
/CD23

+
). As células B1a estão presentes 

também na cavidade pleural, e promovem a primeira linha de defesa da imunidade inata 

contra patógenos, junto com as células de origem mielóide. São produtoras dos ―anticorpos 

naturais‖ de baixa afinidade e polirreativos, da classe IgM, que participam diretamente no 

clearance de corpos apoptóticos e proliferam na presença de IL-5 (revisado por 

BAUMGARTH, 2011). Camundongos transgênicos portadores do gene Il5 exibiram níveis 

elevados de IL-5, IgA e anticorpos anti-DNA polireativos da classe IgM no soro, além de 

induzir acúmulo de células B1a no baço e de eosinófilos no sangue periférico, medula óssea, 

baço, músculos e fígado (TOMINAGA et al., 1991). Devido à autorreatividade dos anticorpos 

da classe IgM, a expansão destas células tem sido também associada à autoimunidade, bem 

como as células B1b. As células B2 foram caracterizadas como sendo as principais 

responsáveis pelo desenvolvimento espontâneo de artrite em animais BX2D, uma vez que 

essas células são induzidas a produzir anticorpos autorreativos quando expostas a IL-17 (HSU 

et al., 2008). Em resumo, as diferentes subpopulações de células B parecem estar envolvidas 

com o desenvolvimento da autoimunidade. 

 A célula Treg é a principal responsável por limitar o dano e a inflamação tecidual 

associados com a resposta imune inata e adaptativa (MIYARA; SAKAGUCHI, 2007; 

SHEVACH et al., 2001). São geradas no timo e seu desenvolvimento é dependente da 

expressão do fator de transcrição Foxp3 (FONTENOT et al., 2003; HORI et al., 2003; 

KHATTRI et al., 2003), o qual é exclusivamente expresso por células Treg em camundongos 

(FONTENOT et al., 2005). A depleção de células Treg induzida por drogas em camundongos 

recém-nacidos ou adultos leva a lesões em múltiplos órgãos (FONTENOT; RUDENSKY, 
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2005;. KIM et al., 2007). Em humanos, mutações no gene Foxp3 resultam no 

desenvolvimento de um distúrbio fatal análogo (IPEX – Desregulação imune, 

Poliendocrinopatia e Enteropatia ligados ao X) caracterizadas por linfadenopatia, 

esplenomegalia, e patologia grave da pele e do trato gastrointestinal, bem como inflamação 

autoimune de múltiplos órgãos, incluindo o pâncreas, fígado, músculos, pulmões e 

articulações (BRUNKOW et al, 2001;. WILDIN; FREITAS, 2005). A expressão da proteína 

Foxp3 é necessária para a função supressora in vivo e in vitro (GAVIN et al., 2007;  LIN et 

al., 2007), enquanto a eliminação da expressão do gene Foxp3 em células Treg maduras 

periféricas resulta em perda da função supressora (WILLIAMS; RUDENSKY, 2007). No 

entanto, a supressão pode ser realizada por outras células pela secreção de citocinas inibitórias 

(IL-10 e TGF-β), uma vez que macrófagos cultivados com eritropoetina passam a secretar 

TGF-β suprimindo as respostas de células T efetoras e doença autoimune (MAUSBERG et 

al., 2011). 

O extenso conjunto de dados obtidos de pacientes com RA e de modelos animais de 

artrite abriu caminho para avanços no diagnóstico de subtipos da doença, com o uso de 

marcadores como os CCPs. Também permitiu a identificação de alvos para terapia com 

anticorpos monoclonais (por exemplo, o TNF-α e células B, alvo dos anticorpos anti-CD20, 

revisado por FOCOSI et al., 2011). Entretanto, ainda pouco é conhecido em relação ao(s) 

mecanismo(s) que iniciam a quebra de tolerância associada a esta e outras doenças 

autoimunes. Poucos modelos experimentais permitem a abordagem da fase inicial, pré-clínica, 

da doença, pois os fenótipos de resistência/suscetibilidade geralmente não estão fixados nas 

linhagens (POTTER; WAX, 1981; THOMPSON et al., 1990; WOOLEY et al., 1998). Neste 

caso, a correlação entre alterações presentes na fase pré-clínica e clínica é de interpretação 

mais complexa. As linhagens HIII e LIII da Seleção III, por sua vez, apresentam extremos de 

suscetibilidade à PIA. Esta condição permite uma análise das alterações de populações 

celulares e mediadores que ocorrem em momentos nos quais não há sinais clínicos ou 

histológicos da doença, sugerindo potenciais mecanismos que possam ser correlacionados 

com as diferenças genéticas entre estas linhagens. 

 No modelo de PIA, a influência da constituição genética das linhagens LIII e HIII 

parece ocorrer nos primeiros dias após a primeira injeção de pristane, pois logo aos 4 dias a 

linhagem LIII apresentou significativamente mais células do baço produzindo IL-12, IL-1  e 

TNF-  quando comparadas às da linhagem resistente HIII (JENSEN et al., 2006). No entanto, 

as diferenças observadas em células do baço podem refletir em eventos ocorridos no 
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peritônio. Portanto, a proposta deste projeto foi estudar comparativamente os animais 

suscetíveis e resistentes avaliando os tipos celulares e os níveis de citocinas e de expressão 

gênica de fatores de transcrição envolvidos neste processo em diferentes tempos, na fase 

inicial de indução da PIA. 
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2 OBJETIVO  

 Identificar, comparativamente nos animais HIII e LIII, as diferenças iniciais entre os 

mecanismos imunes relevantes na resistência/suscetibilidade à artrite induzida pelo pristane. 

 Para tanto, fizemos a caracterização morfológica e fenotípica das populações celulares 

presentes na cavidade peritoneal após tratamento com pristane. Avaliamos a produção de 

citocinas anti- e pró-inflamatórias (por ELISA) e ensaio de expressão do RNA mensageiro em 

linfonodos drenantes dos genes codificantes para os fatores de transcrição de células T CD4+ 

envolvidas na inflamação por pristane até 30 após indução. 
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3 MATERIAL E  MÉTODOS 

3.1 Desenho experimental 

Inicialmente foi comparada a incidência de PIA nas 2 linhagens HIII e LIII utilizando 

as vias de inoculação i.p. e s.c e a gravidade foi avaliada com diferentes doses de pristane. 

Após a determinação da via i.p. para inoculação, avaliamos as características morfológicas e 

fenotípicas das populações celulares presentes na cavidade peritoneal após tratamento com 

pristane em diferentes períodos de tempos (4, 7, 17, 30 dias após). Posteriormente, 

escolhemos o período de sete dias devido a diferenças significativas observadas no infiltrado 

inflamatório. Além disso, determinamos a produção de citocinas no ambiente peritoneal por 

ELISA e qRT-PCR. Avaliamos em linfonodos mesentéricos, em diferentes tempos, a 

expressão de genes codificantes de fatores de transcrição associados com a diferenciação de 

subpopulações de células T CD4
+
 envolvidas na inflamação por pristane. 

3.2  Animais experimentais 

 Foram utilizados camundongos de ambos os sexos, a partir da 43º geração de isogenia 

da Seleção III, entre dois e três meses de idade. Esses animais são produzidos e mantidos no 

Biotério do Laboratório de Imunogenética do Instituto Butantan. Os procedimentos 

experimentais realizados foram aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação 

Animal (CEEA) do Instituto de Ciências Biomédicas da USP e pela Comissão de Ética no 

Uso de animais do Instituto Butantan. 

3.3 Artrite induzida por pristane  

 Os animais foram injetados com 0,5mL de pristane (2,6,10,14-tetrametilpentadecano, 

Sigma Chemical Co.,EUA) pela via intraperitoneal. Nos experimentos em que analisamos a 

fase clínica da PIA, foi realizado o protocolo de duas injeções de pristane com intervalo de 60 

dias (JENSEN et al., 2006), pelas vias subcutânea (doses de 0,1 ou 0,5mL) ou intraperitoneal 

(0,5mL). Os animais artríticos foram avaliados quanto à sua gravidade por avaliação visual e 

atribuição de escores. O escore da artrite foi determinado de 0 a 3 para cada pata (0 = normal; 

1 = leve inchaço, vermelhidão; 2 = inchaço grave, vermelhidão; 3 = grave inchaço, 

vermelhidão e rigidez nas articulações). O escore máximo possível é 12 para cada animal.  

3.4 Quantificação da inflamação induzida pelo pristane 

 Para a quantificação da reação inflamatória foi determinado o número de leucócitos 
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infiltrantes na cavidade peritoneal em câmara hemocitométrica de Malassez. A contagem 

diferencial de 100 células foi realizada em lâminas coradas com Giemsa após 

citocentrifugação. 

3.5 Determinação da produção de citocinas no exsudato inflamatório 

Os ensaios de ELISA para as citocinas IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-

17, IL-18, TNF-α, e IFN-γ foram realizados com Kits da BD OptEIA
™

  Mouse ELISA Set 

(BD Biosciences, EUA); a IL-4 e IL-17 foram quantificados com os Kits Ready Set Go
®
 

(eBioscience, EUA) todos de acordo com as especificações do fabricante. Utilizamos placas 

de poliestireno de 96 poços NUNC
®
 - Maxisorp (NalgeNunc International, EUA). As 

concentrações das amostras foram determinadas baseando-se na curva-padrão dos respectivos 

recombinantes. A leitura das placas foi realizada no aparelho µQuant (Bio-Tek Instruments, 

EUA) utilizando-se comprimento de onda de 450nm com correção λ de 570nm. 

3.6 Quantificação da liberação de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

Foram distribuídas, em octuplicata, numa placa de 96 poços (NUNC), alíquotas de 

100µL de células totais do peritônio (2x10
6
 mL

-1
) de animais tratados ou não com pristane, 

ressuspendidas em Solução de Vermelho Fenol (SFV). Adicionados 10µL (20ng) de PMA 

(Phorbol Myristate Acetate - Sigma Chemical Co.) em metade dos poços, a placa foi incubada 

em estufa de cultura a 37 °C, 5% de CO2, por 60 minutos. Em seguida, a reação foi 

interrompida adicionando 10µL de NaOH (1N) por poço e a curva padrão obtida a partir de 

concentrações molares conhecidas de H2O2 (0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 nmoles de H2O2/100 µL da 

SFV). A absorbância foi determinada em leitor de ELISA (Labsystems Multiscan EIA) 

utilizando-se o filtro de 620nm. 

3.7 Caracterização fenotípica das células do peritônio mLN por citometria de fluxo  

 Após o sacrifício em câmara de CO2, os animais tiveram seus órgãos linfóides 

secundários macerados com o auxílio de uma pinça em PBS pH 7,4 + 10%SFB e as células 

centrifugadas por 5 minutos a 300 g a 10 °C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 

adicionado 1mL de PBS + 10%SFB ao pellet, o qual foi ressuspendido para contagem das 

células em câmara de Malassez. No caso das células peritoneais, foi realizada lavagem da 

cavidade peritoneal com 5 mL de meio RPMI 1640 não suplementado. Em seguida, as células 

foram centrifugadas a 300 g e o sobrenadante foi armazenado a –80 ºC. As células foram 
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homogeneizadas e incubadas em 5 mL de solução de lise {0,07M NH4Cl + 0.01M NaHCO3 + 

10mM EDTA (pH 8,0)}  a 37 °C. Após 5 minutos, foram adicionados 5 mL de PBS e as 

células centrifugadas por 5 minutos a 4 °C / 300 g. O sobrenadante foi descartado e o pellet 

celular ressuspendido para contagem em câmara de Malassez. 

 As subpopulações celulares foram caracterizadas por citometria de fluxo por meio da 

marcação com anticorpos monoclonais específicos: GR1 (clone RB6-8C5), CD11b (clone 

M1/70.15), CD11c (clone HL3) CD4 (clone GK1.5), CD8 (clone 53-6.7) e B220 (clone RA3-

6B2) marcados com isotiocianato de fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE), aloficocianina 

(APC), ou PE-Cy5, de acordo com a combinação desejada. As aquisições foram realizadas em 

citômetro FACScantoII (BD Biosciences, San Diego, EUA), considerando um mínimo de 

10000 eventos e os dados analisados pelo programa FlowJo (Tree Star - USA). Como 

controles negativos das marcações, células foram incubadas com anticorpos dos mesmos 

isotipos dos clones utilizados nas marcações. 

 Paralelamente, grupos controle de animais das duas linhagens foram injetados com 

solução salina fisiológica. 

3.8 Extração de RNA total de linfonodos e células peritoneais 

 Após o sacrifício em câmara de CO2, o linfonodo mesentérico e as células peritoneais 

foram preservados em solução  RNAlater  (Ambion, EUA), a –20 ºC. Para a extração do 

RNA total, os tecidos ou células foram removidos da solução e transferidos para tubos 

contendo o reagente Trizol  (Invitrogen, EUA). A extração foi realizada de acordo com as 

instruções do fabricante, e a concentração e pureza do RNA total purificado foram 

determinadas em espectrofotômetro nas absorbâncias de 260 e 280nm. Além disso, a 

integridade e qualidade das preparações foram verificadas por eletroforese em gel de agarose 

1,0%. As amostras de RNA só foram utilizadas se a rezão da Abs 260/280nm fosse maior que 

1,8 e não apresentassem sinais visíveis de degradação no gel de agarose. 

3.9 Obtenção do DNA complementar (cDNA) 

 A síntese de cDNA foi feita por meio de reação de transcrição reversa a partir do RNA 

total purificado. Para tanto, foram adicionados 1µL de oligo(dT12-18) 50µM, 2µL de água livre 

de RNase e e 1µl de oligonucleotídeos dNTP (10µM) a 1µg/10µl de RNA. A mistura foi 

homogeneizada e aquecida a 65 ºC por 5 minutos e em seguida resfriadas em banho de gelo 

por 1 minuto. Adicionamos 1µl da enzima SuperScript III RNase H- Reverse Transcriptase – 
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Invitrogen (200U/ml); 1µl de DTT (100mM), 4µl de tampão 5 x concentrado, específico para 

a enzima (250 mM Tris-HCL pH 8,3, 375 mM KCL e 15 mM MgCl2). Em seguida, as 

amostras foram aquecidas a 50 °C por 50 minutos e posteriormente inativadas a 70 °C por 15 

minutos. As reações foram realizadas em aparelhos termocicladores Eppendorf – 

Mastercycler Gradient (Eppendorf, Alemanha) ou MJ Research (MJ Research, USA). 

3.10 Sequências de oligonucleoítdeos utilizados na expressão de proteínas  

 Para a amplificação dos cDNAs dos genes Tbx21, Gata3, Rorc e Foxp3,  Il17a, Il23a, 

Il21, Il25, Il27p28, Ebi3 , Ido1, Ptgs2, Il4, Il5, Tgfb e Ahr, utilizamos os oligonucleotídeos 

(primers) listados abaixo (Tabela 1). Estes primers foram desenhados para permitir a 

hibridação com éxons que flanqueiam íntrons de grande tamanho (  1000 pb), evitando a 

amplificação de DNA genômico contaminante eventualmente presente nas amostras.  

 Como controle positivo da expressão dessas moléculas determinamos paralelamente 

em todas as amostras a expressão do gene Ppia (Ciclofilina), que codifica uma proteína 

constitutivamente expressa por células de mamíferos. 
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Tabela 1: Sequência de primers utilizados na síntese de mRNA 

Primer Sense anti-sense pb 

Ppia AGCGTTTTGGGTCCAGGAAT AAATGCCCGCAAGTCAAAAG 72 

Gata3 CACCACCCCATTACCACCTA TCACACACTCCCTGCCTTCT 132 

Rorc CGCACCAACCTCTTTTCAC CTTCCATTGCTCCTGCTTTC 135 

Tbx21 TTGTGGATGTGGTCTTGGTG CCCTTGTTGTTGGTGAGCTT 171 

Il27p28 ATTGCCAGGAGTGAACCTGGACCT AAGTGTGGTAGCGAGGAAGCAGAG 97 

Ido1 TCTGTCTGGCTGGAAATGC GACTCTGGAAGATGCTGCTC 61 

Il17a GCGTGTCCAAACACTGAGGCCA ATTGCGGTGGAGAGTCCAGGGT 124 

Il23a TCAGCCAACTCCTCCAGCCAGA TGCCACTGCTGACTAGAACTCAGG 34 

Ebi3 ACACCGAGCCTGTAAGTGGCAA GTGCAATGCCATGCTTCTCGGT 90 

Il25 TCAACAGCAGGGCCATCTCTCC ACAGGCATCGAGCGTGGTACA 68 

Il21 CGCCTCCTGATTAGACTTCG GCCCCTTTACATCTTGTGGA 90 

Foxp3 TCCTTCCCAGAGTTCTTCCA AAGTAGGCGAACATGCGAGT 145 

Il4 TCGGCATTTTGAACGAGGTC GAAAAGCCCGAAAGAGTCTC 197 

Il5 TCACCGAGCTCTGTTGACAA CCACACTTCTCTTTTTGGCG 182 

Tgfb1 ACCGCAACAACGCCATCTAT GTAACGCCAGGAATTGTTGC 181 

Ptgs2 ACACACTCTATCACTGGCACC TTCAGGGAGAAGCGTTTCC 257 

Ahr AGAATCCCACATCCGCATGA TGCAAGAAGCCGGAAAACTG 45 

    

FONTE: (ROSSATO, 2011). 

3.11 Quantificação da expressão gênica por PCR em Tempo-Real (qPCR) 

  Foi avaliada a expressão gênica no cDNA de mRNA para os genes Tbx21, Gata3, 

Rorc e Foxp3 (linfonodos) Il17a, Il23a, Il21, Il25, Il27p28, Ebi3 e Ido1 (células peritoneais) 

após estímulo com pristane., por PCR quantitativo em tempo real (qPCR). Ao cDNA de cada 

amostra, foi adicionada uma mistura contendo os primers (concentração final 0,2µM de cada 

primer), Platinum SYBR
®
 Green qPCR Supermix-UDG (Invitrogen, EUA) 2X concentrado, e 

água para ajustar o volume final de reação em 25µL por tubo, de acordo com protocolo do 

fabricante. 

     As reações foram monitoradas no aparelho Chromo 4 (MJ Research, EUA) e submetidas a 

uma fase inicial de incubação à 50 
o
C por 2 minutos, seguido da fase de ativação da enzima 

(hot start) 95 
o
C à 5 minutos. As sequências alvo foram então amplificadas durante 40 ciclos 

constituídos de etapas sucessivas de desnaturação (95 
o
C por 20 segundos), e de anelamento 

(60 
o
C por 35 segundos). A cada amostra foi atribuído um valor de Ct (Cycle Threshold), que 

é o ciclo da reação em que a fluorescência incorporada às duplas fitas amplificadas 

ultrapassou a fluorescência de fundo, no início da fase logarítmica (log) de amplificação. Esta 

dependeu diretamente de quantas cópias das sequências alvo havia inicialmente em cada 

amostra. Após a amplificação, o produto da reação foi submetido a uma fase de dissociação 

(Melting) onde a temperatura variou de 55 
o
C a 90 

o
C e a fluorescência foi adquirida a cada 1 
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o
C, registrando-se a temperatura de dissociação, ou desnaturação da dupla fita do material 

amplificado, o que indica o tamanho e, portanto a especificidade do produto amplificado em 

cada reação.. Os dados foram adquiridos pelo programa Opticon Monitor Analysis Software 

2.03.  

     Os dados dos genes Tbx21, Foxp3, Gata3 e Rorc foram analisados pelo programa 

REST2009
®
 (QIAGEN, Hilden, Germany), que leva em consideração a eficiência de 

amplificação da reação. Esta foi calculada por meio da regressão linear de uma série de 

diluições de um ―pool‖ de cDNAs dos animais experimentais. O gene da ciclofilina (Ppia) 

teve eficiência de 113%; Tbx21: 110%; Foxp3: 107%; Gata3: 125% e Rorc: 125% 

Para os demais genes, não conseguimos avaliar a eficiência de amplificação da reação. 

Neste caso, a quantificação do gene alvo foi realizada pelo método de Thereshold 

Comparativo (GIULIETTI et al., 2001 e LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Neste método 

fórmulas aritméticas são usadas para calcular níveis de expressão relativos a um calibrador. A 

quantidade do gene alvo, normalizado para um gene endógeno (gene constitutívo) e relativa 

ao calibrador é dada pela fórmula: 

 

Expressão relativa= 2
–
 
[(Ct alvo amostra – Ct constitutitvo) –  (Ct alvo calibrador – Ct constitutitvo)] 

 

Assim, a equação representa a expressão normalizada do gene alvo, em uma amostra cuja 

quantidade é desconhecida, relativa à expressão normalizada da amostra calibradora, embora 

não leve em consideração a eficiência dos primers. 

3.12 Análise histológica 

     Após o sacrifício, as patas traseiras dos animais foram cortadas acima da articulação tíbio-

társica e após a remoção da pele foram fixadas em formalina tamponada por 24 horas. Após 

descalcificação em 5% de ácido fórmico, as patas foram incluídas em parafina, cortadas e 

coradas com hematoxilina-eosina. A avaliação foi feita em microscópio óptico (Leitz-

Diaplan) e a aquisição e digitalização das imagens através do sistema de digitalização de 

imagens CCD-IRIS (Sony Company). 
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3.13 Análise Estatística 

     As diferenças entre as médias das linhagens estudadas nos experimentos de ELISA e 

qPCR foram determinadas pelo teste t de Student ou análise de variância (ANOVA), sendo 

estabelecido como nível mínimo de significância P < 0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Influência da via de inoculação e do número de doses na PIA  

 

 Os animais HIII mostraram-se resistentes à artrite experimental independente da via de 

inoculação, enquanto que os camundongos LIII desenvolveram artrite somente se injetados por 

via intraperitoneal Este padrão não dependeu da dose utilizada, pois os camundongos LIII não 

desenvolveram artrite tanto com a dose subcutânea de 0,1mL (Figura 1) quanto a de 0,5mL. 

Em relação ao número de inoculações de pristane, embora a progressão tenha sido mais lenta 

em alguns pontos no grupo injetado uma vez, a incidência e a gravidade aos 156 dias foi não 

diferiu entre os grupos (Figura 2), indicando que uma única dose de pristane no peritônio é 

capaz de desencadear os mecanismos envolvidos na resistência a PIA nos animais HIII ou na 

susceptibilidade nos LIII. 
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Figura 1. Suscetibilidade dos camundongos LIII a PIA depende da via de inoculação 
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   Incidência de PIA nos camundongos LIII ou HIII após injeção de intraperitoneal (Ip, 

0,5mL) ou subcutânea (Sc, 0,1mL ou 0,5mL) de pristane, acompanhados por 156 dias. 

Dados representativos de três experimentos independentes. 

FONTE: (ROSSATO, 2011). 

 

 

 

Figura 2.  Gravidade da PIA é inalterada pelo número de doses 
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  Escore visual da PIA nos camundongos LIII susceptíveis após uma ou duas injeções (60 

dias de intervalo) intraperitoneais de pristane, acompanhados por 156 dias. Os valores 

representam média +DP (n=3). 

FONTE: (ROSSATO, 2011). 
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4.1 Análise histológica 

 

 

O aparecimento dos sintomas de artrite observáveis macroscopicamente em nosso 

modelo, isto é, eritema e ou edema nas patas, ocorre aproximadamente aos 45 dias após a 

injeção de pristane. Buscamos identificar eventuais alterações microscópicas nas articulações 

dos animais tratados com pristane na fase pré-clínica, em um tempo próximo do início do 

aparecimento dos sintomas. O tratamento com pristane não acarretou alterações nas 

articulações dos animais HIII e LIII em períodos até 30 dias após a injeção de pristane (Figura 

3, a-d). Nas articulações dos animais LIII, após 230 dias do tratamento com pristane, foram 

observados infiltrados inflamatórios, com predomínio de células mononucleares e 

pronunciada proliferação de fibroblastos (Figura 3f, g e h), com perda da organização 

estrutural da articulação e formação de pannus (Figura 3g), caracterizado por espessamento 

da membrana sinovial, com invasão da cavidade articular e cartilagem adjacente (Figura 3h). 

Os animais de ambas as linhagens tratados com salina não apresentaram alterações 

histológicas aos 230 dias (dados não mostrados). 
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  Animais das linhagens HIII e LIII foram injetados com pristane e após 30 ou 230 dias os 

membros posteriores foram removidos e corados com HE. (a-c) articulação tibiotársica de 

animais HIII (a/b) e LIII (c/d) após 30 dias da injeção de pristane, com aspecto normal e 

ausência de infiltrado inflamatório (a/c: aumento 40X; b/d: 200X); (e/h) Articulação de 

animal LIII 230 dias após a injeção de pristane. Há perda de organização estrutural (e: 

aumento 40X); perda de tecido do osso subcondral (f: aumento 200X); infiltrado 

mononuclear (seta) ocasionando espessamento da membrana sinovial e invasão do tecido 

articular, ou pannus (seta em g: aumento 400X); proliferação das células da cartilagem 

(C) e fibroblastos (F) com destruição da própria cartilagem e do tecido ósseo (h: aumento 

400X). Os animais controles de ambas as linhagens apresentaram aspecto histológico 

normal em ambos os tempos. 

FONTE: (ROSSATO, 2011). 
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Figura 3.  Histologia das patas dos animais tratados com pristane 
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4.2 Inoculação intraperitoneal de pristane induz infiltrados celulares distintos 

  

 Considerando os resultados anteriores, nós buscamos avaliar, mediante a contagem 

diferencial e total do infiltrado celular, se a inflamação proporcionada pelo pristane também 

difere entre as linhagens. Para tanto, injetamos pristane no peritônio desses animais e depois 

de transcorridos 2, 4, 7, 17 e 30 dias, realizamos a lavagem peritoneal.  

 As contagens de células em câmara de Malassez e diferencial revelaram que as 

linhagens HIII e LIII são semelhantes em número total (Figura 3) e nas proporções de 

populações de leucócitos residentes (Figura 4b) no peritônio não estimulado por pristane. A 

grande maioria das células residentes é de monócitos/macrófagos, com menor proporção de 

linfócitos e mastócitos, e um número muito reduzido de eosinófilos e neutrófilos. O número 

de células totais aumentou (*p<0,05) na linhagem LIII aos 7 dias, enquanto a linhagem HIII 

teve número de células similar ao controle (Figuras 4 e 5a). A contagem diferencial do 

citocentrifugado das células do peritônio evidenciou números elevados de neutrófilos, 

fagócitos mononucleares (monócitos e macrófagos) e linfócitos (*p<0,05) nos animais LIII no 

mesmo período, ao passo que os camundongos HIII tiveram números diminuídos de linfócitos 

e fagócitos mononucleares (**p<0,01 e ***p<0,0001 respectivamente), e em contrapartida, 

número aumentado de granulócitos (**p<0,01, Figura 5b), embora em número menor que 

nos animais LIII. Esses resultados indicam que o estímulo com pristane induz um infiltrado 

inflamatório qualitativa e quantitativamente diferente em ambas as linhagens (LIII e HIII). 
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Figura 4. Cinética de inflamação na cavidade peritoneal pós-pristane 
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  Cinética de inflamação na cavidade peritoneal pós-estímulo com pristane (TMPD) ou 

salina (Ctrl) nos camundongos LIII e HIII após 2, 4, 7, 17 e 32 dias. Os valores representam 

média DP (n=5), *p<0,05 (ANOVA). 

FONTE: (ROSSATO, 2011). 
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Figura 5. Infiltração celular aumentada no peritônio dos camundongos LIII aos 7 dias 
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  Perfil de células na cavidade peritoneal pós-estímulo com pristane (TMPD) ou salina 

(Ctrl) nos camundongos LIII e HIII aos 7 dias. (a) representa o número absoluto de células 

infiltradas, em (b) o número absoluto de tipos celulares específicos. Os valores 

representam média DP (n=5) (teste t de Student,*p<0,05; **p< 0,01; ***p<0,001).  

FONTE: (ROSSATO, 2011). 
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4.3 Citometria de Fluxo de células do lavado peritoneal 

A análise das populações de células do peritônio, com os marcadores CD3, B220, 

CD11b e CD11c, revelou diminuição na proporção de células B220
+ 

em ambas as linhagens 7 

dias após o tratamento com pristane, a qual foi significativa (*p<0,05) somente na linhagem 

HIII (Figura 6a). A população de células CD3
+
 nos animais da linhagem LIII aumentou em 

proporção após o tratamento com pristane, enquanto na linhagem HIII não foi observada 

alteração significativa (Figura 6a). A proporção de células CD11b
+
 aumentou nos animais 

HIII tratados com pristane (Figura 6c). Houve aumento de células CD11b
+
/CD11c

+
 em ambas 

as linhagens após o tratamento com pristane, porém nos animais LIII o aumento foi 

significativo (Figura 6d). Além disso, foi observada diminuição significativa na proporção de 

células CD80
+
 e CD86

+
 em ambas as linhagens após o tratamento com pristane; e não houve 

diferença na expressão de Fas e FasL entre os grupos (dados não mostrados). 
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Figura 6.  Populações de linfócitos e células dendríticas peritoneais  

 

 
 

  Análise dos animais HIII e LIII no dia 7 após a injeção intraperitoneal de 

pristane. (a) linfócitos T CD3+, (b) linfócitos B B220+, (c) células CD11b
+
, (d) 

células dendríticas CD11c
+
. Dados representativos de dois experimentos 

independentes (ANOVA, *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001). 

FONTE: (ROSSATO, 2011). 

 

A imunofenotipagem das células B presentes no peritônio, segundo o critério de 

análise mostrado na Figura 7 (a-d), revelou diminuição na proporção de células B2 (CD19
+ 

CD23
+ 

CD5
-
) em ambas as linhagens após o tratamento com pristane, porém de maneira 

significativa (*p<0,05) unicamente na linhagem LIII (Figura 7e), entretanto, não foi possível 

determinar se este efeito é direto, tóxico ou via indução de apoptose, ou se houve migração de 

parte destas células para fora da cavidade peritoneal. Nas subpopulações de células B1a 

(CD19
+ 

CD23
- 

CD5
+
) e B1b (CD19

+ 
CD23

- 
CD5

-
) não houve alterações após o tratamento 

com pristane. Um dado interessante foi verificado na condição basal entre os animais LIII e 

HIII, que apresentam proporções diferentes de células B1a (Figura 7e), sugerindo que a 

diferença na proporção de células B1a pode regular os padrões de citocinas no microambiente 

peritoneal. 

 

  

a   

    



48 

 

Figura 7.  Análise por citometria de fluxo das subpopulações de células B peritoneais 
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  Alterações celulares nos animais HIII e LIII no dia 7 após a injeção intraperitoneal de 

pristane. (a-d) esquema de análise das populações de células B. (e) percentual de células 

B no peritônio. Dados representativos de 4 animais por grupo (ANOVA, *p<0,05, 

**p<0,01).  
FONTE: (ROSSATO, 2011). 
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4.4 Avaliação  do lavado peritoneal dos animais HIII e LIII  

 
Comparando com seus respectivos controles, a quantificação de citocinas revelou níveis 

elevados de IL-12p40 (*p<0,05) no lavado peritoneal dos animais LIII em todos os tempos 

testados, enquanto os animais HIII não apresentaram diferença significativa (Figura 8a-d). 

Houve produção de IL-1β após a injeção de pristane, porém com diferença estatística entre os 

grupos, apenas aos 7 dias. Entretanto, as diferenças não se repetiram em outros experimentos 

(dados não mostrados). A produção da IL-12p70 foi baixa e não diferiu entre os grupos, bem 

como a concentração de IL-4. A IL-6 foi produzida pelos animais tratados com pristane, 

enquanto que os controles a produziram próximo ao limite de detecção do ensaio (diferença 

não significativa). A quimiocina CCL-2 aumentou de maneira expressiva em ambas as 

linhagens (Figura 8e), porém foi significativamente diferente (p<0,01) apenas na linhagem 

HIII. Não foi detectada a presença de IL-10, IL-17 e IFN-γ em nossos experimentos (dados 

não mostrados). A quantificação da IL-18 e do TNF-α não foi possível devido a problemas na 

curva-padrão. 
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Figura 8.   Perfil de citocinas do lavado peritoneal pós-pristane 
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   (a-d) representa o nível de IL-12p40 e IL12p70 em pg mL
-1

 aos 4, 7, 17 e 30 

dias; em (e)  IL-6, IL-4 e CCL-2 (MCP-1) aos 7 dias após pristane. Em vermelho: 

animais LIII; em Azul: HIII. Os valores representam média DP (n=4 (Ctrl) ou 5 

(TMPD) (two-way ANOVA,*p<0,05; **p< 0,01; ***p<0,001). 
FONTE: (ROSSATO, 2011). 
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4.5 Produção in vitro de peróxido de hidrogênio por células peritoneais 

Detectamos aumento na produção de peróxido de hidrogênio nas células peritoneais 

cultivadas por 24 horas, com ou sem PMA, nos aminais LIII e HIII tratados com pristane 

(TMPD). As células de animais tratados com salina não produziram H2O2, a não ser quando 

cultivadas com PMA (controles positivos). As células coletadas de animais tratados com 

tioglicolato produziram níveis baixos, não significativos, de H2O2 (Figura 9). Aparentemente, 

o efeito do PMA e TMPD foi aditivo, pelo menos numericamente.  

Figura 9.   Peróxido de hidrogênio produzido por células peritoneais 
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TMPD: 7 dias ; TIO: 4 dias; animais controles (salina): 7 dias. Em vermelho: 

animais LIII; em Azul: HIII. Os valores representam média SEM (n=4 (Ctrl) ou 

4 (TMPD) ou 6 (TIO) (ANOVA, ***p<0,001: TMPD em relação ao Ctrl). 
FONTE: (ROSSATO, 2011). 



52 

 

4.6 Expressão gênica 

4.6.1 Células do lavado peritoneal 

Comparando com seus respectivos controles, a expressão gênica de moléculas envolvidas 

na resposta imune, como Ido1 e citocinas Il-27p28, Il4 e Il5, revelou níveis significativamente 

elevados nos animais LIII, após o tratamento com pristane, enquanto que na linhagem HIII 

houve um aumento significativo somente para a Il4 (Figura 10). Avaliamos também a 

expressão de Tgfb, Il23p19, Ptgs2 (COX2) e Ahr, os quais não mostraram diferença 

significativa (dados não mostrados).  

Figura 10.   Expressão gênica diferencial de citocinas de células peritoneais 
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   mRNA de células peritoneais de camundongos LIII e HIII aos 7 dias após injeção i.p. de 

pristane (TMPD) ou salina (Ctrl). Dados representam média SEM (n=5) (Software 

REST
®
 2009,*p< 0,05  tratados vs controles). 

FONTE: (ROSSATO, 2011). 

 

 

4.6.2 Fatores de transcrição associados à diferenciação de células T CD4 em 
células do linfonodo mesentérico 

 

Avaliamos e expressão dos genes Tbx21, Gata3, Rorc e Foxp3, os quais indicariam alterações 

na atividade de subpopulações de células T CD4
+
 (respectivamente Th1, Th2, Th17 e Treg) 

no linfonodo mesentérico. Quando esta expressão foi mensurada em pools de cDNA dos 

grupos experimentais, o gene Tbx21 apresentou aumento aos 7 e 17 dias, com redução em 

relação aos controles aos 32 dias (Figura 11a). A expressão de Gata3 variou pouco em 

relação aos controles (Figura 11b). O gene Rorc foi mais expresso nos animais HIII aos 17 

dias, enquanto que nos LIII a maior expressão foi aos 32 dias (Figura X11c). O único ponto 
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com aparente aumento da expressão do gene Foxp3 foi aos 17 dias, nos animais LIII (Figura 

11d). Nos tempos em que houve alteração de expressão maior que duas vezes comparado com 

seu respectivo controle o ensaio foi repetido com os cDNAs individuais,  Após avaliação da 

expressão individual, diferenças estatísticas foram observadas entre os grupos apontados na 

(Tabela 2). O gene Foxp3 foi mais expresso nos animais LIII controles comparados com os 

animais HIII controles aos 17 e 32 dias, mostrando uma diferença basal entre as linhagens, 

enquanto o Tbx21 mostrou expressão nos LIII Ctrl (controle) maior que LIII TMPD (pristane) e 

LIII Ctrl maior que HIII Ctrl (Tabela 2). 

Figura 11.   Expressão gênica dos fatores transcrição de linfócitos T no mLN. 

 
 

   mRNA de linfonodos mesentéricos de camundongos LIII e HIII aos 7 dias após injeção 

i.p. de pristane (TMPD) ou salina (Ctrl). (a) fator de transcrição TH1, Tbx21. (b) 

fator de transcrição TH2, Gata3. (c) fator de transcrição TH17, Rorc. (d) fator 

de transcrição Treg, Foxp3. Os valores representam média de pool de 5 animais 

SEM (triplicata). A razão de expressão é relativa aos respectivos animais controle de 

cada linhagem.  
FONTE: (ROSSATO, 2011). 
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Tabela 2 - Genes diferencialmente expressos em linfonodo mesentérico de animais LIII e HIII em 

diferentes períodos 

 

Gene Período Tratamento Expressão Relativa Valor de p 

Foxp3 17 dias LIII Ctrl > HIII Ctrl 1,8 0,049 

 

32 dias LIII Ctrl > HIII Ctrl 4,2 0,02 

Tbx21 32 dias LIII Ctrl > HIII Ctrl 5,8 0,002 

 32 dias LIII Ctrl > LIII TMPD 2,6 0,027 

FONTE: (ROSSATO, 2011). 

4.7 Citometria de fluxo de células do mLN 

A análise das células T reguladoras, presentes no linfonodo mesentérico após 7 dias da 

injeção i.p. de pristane, revelou uma menor proporção de células CD4
+
 CD25

+
 Foxp3

+ 
nos 

animais LIII comparando com os animais HIII. Entretanto, o tratamento com pristane não altera 

significativamente as populações de células T reguladoras do linfonodo mesentérico (Figura 

12). 

 

Figura 12.  Percentual de células Treg no mLN 
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  Percentual de células Treg (CD25
+ 

Foxp3
+
) em relação à população de células 

CD4
+
 do linfonodo mesentérico dos animais HIII e LIII no dia 7 após a injeção 

intraperitoneal de pristane. Os dados representam média (n=4 por grupo) ±SEM. 

FONTE: (ROSSATO, 2011). 
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5 DISCUSSÃO 

   O presente trabalho apoia a hipótese de que a resposta inicial à injeção i.p de pristane 

rege os mecanismos que culminam no desenvolvimento da PIA. Mostramos que o ambiente 

peritoneal é bastante alterado em tempos anteriores ao desenvolvimento dos primeiros 

sintomas de artrite clínica e essas alterações têm perfis distintos entre animais suscetíveis e 

resistentes.  

 As alterações induzidas pelo pristane no ambiente peritoneal ocorrem cedo durante a 

fase pré-clínica. Aos sete dias após a injeção de pristane, houve diferenças marcantes no 

ambiente peritoneal entre as linhagens HIII e LIII. A inflamação peritoneal nos animais LIII foi 

mais intensa e envolveu o recrutamento de diversos tipos celulares, como linfócitos, 

neutrófilos e fagócitos mononucleares, ao passo que nos resistentes HIII somente os 

neutrófilos estavam aumentados, enquanto que outras populações, como linfócitos e 

monócitos/macrófagos encontravam-se diminuídas.  

Estes resultados estão em linha com os obtidos por Jensen et al. (2006), os quais 

mostraram diferença significativa no perfil de citocinas produzidas por células esplênicas nos 

períodos iniciais após a injeção do pristane.  

Nossa hipótese, de que alterações celulares e moleculares determinantes da 

suscetibilidade ou resistência à artrite induzida pelo pristane ocorrem em tempos bastante 

anteriores ao aparecimento dos sintomas, depende da premissa que as células residentes e/ou 

infiltrantes na cavidade peritoneal, sítio de injeção do pristane, são necessárias para a 

seqüência de eventos que resultará ou não no estabelecimento da artrite. Se a PIA puder ser 

induzida por diferentes vias de inoculação, ou se a linhagem resistente desenvolvesse a artrite 

por outras vias, isto poderia indicar que o processo de indução é mais dependente do agente 

indutor do que dos animais. 

 Inicialmente realizamos experimentos visando determinar se o ambiente peritoneal é 

determinante para o desenvolvimento da PIA. Enquanto o modelo de camundongos utiliza a 

via intraperitoneal, em ratos a PIA é induzida pela via subcutânea ou intradérmica 

(VINGSBO et al., 1996) ao passo que se injetados pela via intraperitoneal não desenvolvem a 

artrite (OLOFSSON; HOLMDAHL, 2007). É possível que cada modelo reúna 

particularidades (ANDERSON; WAX; POTTER, 1985) que em conjunto determinam a via de 

inoculação, ou que o pristane possa induzir a PIA independente da via, sugerindo que os 

elementos cruciais para o desenvolvimento da artrite não se localizam exclusivamente no 

microambiente peritoneal. Para elucidar a influência desses fatores na PIA em camundongos, 
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injetamos pristane no espaço subcutâneo ou na cavidade peritoneal de animais LIII e HIII e 

examinamos os sinais de artrite. Os animais HIII mostraram-se resistentes à artrite 

experimental independente da via de inoculação, enquanto os camundongos LIII 

desenvolveram artrite somente se injetados por via intraperitoneal. Nossos experimentos 

corroboram os dados da literatura, sugerindo que o microambiente peritoneal exerce um papel 

importante na resistência / susceptibilidade à PIA (THOMPSON;  ELSON, 1993) nas 

linhagens HIII e LIII. 

A avaliação histológica das patas de animais injetados com pristane mostrou que aos 

230 dias, os animais HIII não apresentaram alterações detectáveis, enquanto que os animais 

LIII apresentavam profundas alterações articulares, com extensa fibrose, indicativa de um 

processo inflamatório crônico avançado. Os camundongos LIII também apresentaram os sinais 

típicos de modelos experimentais de artrite, observados na artrite reumatóide: espessamento 

da membrana sinovial (pannus), hiperplasia da cartilagem articular, e invasão da cartilagem e 

osso sub-condral por células com aspecto de fibroblastos. Entretanto, até 30 dias após a 

injeção os animais LIII, assim como os HIII, apresentavam aspecto semelhante aos animais 

controle, injetados com salina. Os primeiros sinais de artrite aparecem a partir de 40 dias. Este 

resultado sugere que os eventos imunes importantes para a o desfecho da PIA ainda estariam 

ocorrendo no peritônio, ou nos linfonodos. 

Adicionalmente, testamos a influência da segunda dose de pristane no 

desenvolvimento da PIA. O protocolo clássico de indução envolve a administração de duas 

doses de pristane (POTTER; WAX, 1981), com a doença se instalando a partir de 90-120 dias 

(MORGAN et al., 2004). Entretanto, como os primeiros sinais de artrite nos animais LIII 

aparecem logo aos 40-45 dias, não estava claro se a segunda dose seria ou não necessária para 

o estabelecimento completo da doença. No caso desta dose alterar significativamente o curso 

da doença, seja pela diminuição da incidência ou gravidade, ou por permitir a remissão dos 

sintomas, isto poderia sugerir que eventos importantes para o completo desenvolvimento da 

PIA nos animais LIII acontecem em fases mais tardias. A injeção de uma única dose de 

pristane induziu artrite com a mesma incidência e gravidade que a observada nos animais 

injetados com duas doses, e o único parâmetro alterado foi a cinética de instalação, um pouco 

mais lenta nos animais do grupo de uma dose. Portanto, nossos resultados indicam que a 

segunda dose de pristane não é necessária, pelo menos em animais extremamente suscetíveis 

como os LIII, para o completo desenvolvimento da PIA. 
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Após determinarmos que no período até 30 dias a resposta inflamatória ainda se 

processa no ambiente peritoneal, investigamos as alterações em populações de células 

presentes no peritônio induzidas pelo pristane neste período. Diversos trabalhos relatam 

aumento significativo de células infiltradas no peritônio após a injeção do pristane, mas em 

períodos relativamente tardios (NACIONALES et al., 2006; SHACTER; ARZADON; 

WILLIAMS, 1992;).  

 Os únicos dados disponíveis sobre alterações das populações celulares em períodos 

iniciais após a injeção do pristane provêm do modelo de lúpus induzido por pristane, no qual 

tanto animais BALB/c quanto C57BL/6 apresentam redução drástica das populações 

residentes no peritônio (macrófagos e células B1) aos 14 dias, e infiltrado com predominância 

de monócitos e granulócitos (LEE et al., 2008). No entanto, a linhagem BALB/c é 

moderadamente suscetível à PIA (POTTER; WAX, 1981), enquanto os animais C57BL/6 são 

resistentes (WOOLEY et al., 1989). Portanto, essas alterações podem ter relação com a 

indução de autoanticorpos associados ao lúpus, descrita para diversas linhagens de 

camundongos (SATOH; REEVES, 1994), mas não necessariamente para a PIA. Um 

experimento piloto mostrou aumento nos títulos de anticorpos séricos anti-DNA dupla fita 

tanto na linhagem HIII quanto nos animais LIII 180 dias após a injeção de pristane, mas os 

soros obtidos aos 30 dias não apresentaram aumento (Eliana Blini Marengo, PhD, 

comunicação pessoal). Como há poucos dados disponíveis sobre os eventos que ocorrem 

durante a fase pré-clínica da PIA, nosso próximo passo foi investigar as populações celulares 

e citocinas presentes na cavidade peritoneal após a injeção de pristane. 

Começamos com as contagens diferencial e total das células do microambiente 

peritoneal, o qual é povoado por vários tipos celulares, incluindo monócitos, macrófagos, 

eosinófilos, células dendríticas, linfócitos B e T (GHOSN et al., 2010). Dependendo da 

linhagem estudada, são observadas frequências distintas de células neste compartimento 

(TAYLOR et al., 2005; ZYGMUNT; GROEBE; GUZMAN, 2011). A injeção intraperitoneal 

de pristane alterou profundamente as populações de células peritoneais, resultando em uma 

redução no número de monócitos/macrófagos e linfócitos e infiltração de neutrófilos e 

eosinófilos na linhagem HIII. Por outro lado, na linhagem LIII observamos infiltração maciça 

de todos os tipos celulares no mesmo período (7 dias), principalmente de 

monócitos/macrófagos. Nos tempos mais tardios do período observado (17 e 32 dias), os 

números totais de células peritoneais dos animais LIII retornaram a valores próximos aos dos 

controles, enquanto que nos HIII o infiltrado aumentou gradualmente, mas sem atingir os 
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valores máximos atingidos pelos LIII aos 7 dias. Com esse experimento pudemos concluir que 

a resposta inflamatória induzida no peritônio pelo pristane é muito mais intensa nos animais 

LIII, com diferença marcante em relação aos animais HIII no dia 7, bem antes do aparecimento 

da artrite clínica. Este resultado sugere que neste tempo podem estar ocorrendo eventos 

importantes para a definição do status de resistência/suscetibilidade destas linhagens, o qual 

foi escolhido para as futuras análises das subpopulações celulares infiltrantes e mediadores 

produzidos no peritônio. Este maior número de células, produzindo citocinas inflamatórias 

num ambiente de estímulo persistente, ocasionado pelo pristane, criaria um ambiente mais 

favorável para a ativação de linfócitos autorreativos.  

 A caracterização mais detalhada, por citometria de fluxo (FACS), do fenótipo das 

populações celulares nesta fase inicial forneceria dados importantes para o entendimento da 

influência destas células na suscetibilidade ou resistência à artrite nas linhagens LIII e HIII, as 

quais refletiriam de fato as possíveis diferenças. A análise de citometria de fluxo revelou 

maior frequência de células GR1
+
 CD11b

+
 (marcadores expressos em neutrófilos e 

monócitos; dados não mostrados), CD3
+
 (linfócitos T) e aumento significativo na frequência 

de células CD11c
+
 (DCs) no lavado peritoneal dos animais LIII aos 7 dias. Um ambiente rico 

em linfócitos e células dendríticas poderia ser local primário de intensa interação entre esses 

tipos celulares, e possível ativação de linfócitos T autorreativos.  

Estreitamos um pouco mais a caracterização das subpopulações de células B presentes 

no peritônio, uma vez que a ativação policlonal de linfócitos B se faz presente na artrite 

reumatóide (WOLLHEIM et al., 1984), particularmente, a subpopulação B1a presente 

principalmente no peritônio (revisado por BERLAND; WORTIS, 2002). Interessantemente, 

observamos uma frequência constitutivamente maior de células B1a na linhagem LIII e o 

tratamento com pristane não alterou significativamente a presença dessas células até o sétimo 

dia. Embora tenha sido descrito que as células B1a não têm a capacidade de recircular, mas 

apresentam vida longa (KANTOR et al., 1997), experimentos com camundongos parabióticos 

(unidos cirurgicamente e com troca de sangue) mostraram extensa recirculação de células B1a 

e B1b entre a cavidade peritoneal e o sangue (ANSEL; HARRIS; CYSTER, 2002). É possível 

que o pristane poderia também induzir a proliferação dessas células, dado que sua frequência 

não foi alterada e o número total de células foi aumentado no peritônio após o tratamento com 

pristane na linhagem LIII. Portanto, podemos sugerir que esse estímulo aumentaria a 

proliferação e a secreção de anticorpos autoreativos. Isso vai contra os dados de Lee et al. 
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(2008), que observaram uma redução drástica do número destas células no peritônio de 

animais BALB/c após duas semanas da injeção com pristane. 

 Por outro lado, os linfócitos B2 presentes na cavidade peritoneal diminuíram em 

frequência de maneira significativa na linhagem LIII, sugerindo que essas células poderiam ter 

deixado o peritônio em direção ao baço, linfonodos, ou pulmões, já que foi observada 

infiltração de células B nos pulmões de animais C57BL/6 no mesmo período após o 

tratamento com pristane (BARKER et al., 2011). Além disso, não se pode descartar a 

ocorrência de morte destas células por apoptose, porém, a freqüência de células apoptóticas, 

avaliada por Anexina V, não apresentou alteração entre os grupos (dados não mostrados). Se 

houve morte destas células por apoptose, ela pode ter ocorrido em períodos anteriores aos 

estudados. 

 Dados anteriores do nosso laboratório mostraram diferenças significativas no número de 

células esplênicas produtoras de algumas citocinas ex vivo, nos primeiros 15 dias após a 

injeção de pristane. Enquanto na linhagem LIII mais células produziam IL-1 , IL-12 e TNF- , 

na linhagem HIII este aumento ocorria para a IL-4 (JENSEN et al., 2006). Estes resultados 

sugeriam que a resposta inflamatória ao pristane era mais intensa na linhagem LIII. Parte das 

células presentes no baço poderia ser proveniente de células que migraram da cavidade, ou 

ainda, células que sofreram influência de citocinas produzidas no peritônio. Como nossos 

resultados mostraram um infiltrado peritoneal marcadamente diferente entre as linhagens 

suscetível e resistente à PIA, nosso próximo passo foi avaliar as citocinas e outras moléculas 

que poderiam estar associadas a estas mudanças no microambiente peritoneal. 

 O aumento de monócitos/macrófagos poderia ser mediado pela produção aumentada da 

quimiocina CCL2 - MCP-1. Esta quimiocina pode ser induzida por IFN-γ (YOSHIMURA; 

TAKAHASHI, 2007), mas sua expressão, em conjunto com a de outros genes, faz parte de 

uma assinatura de genes induzidos por IFN-α/β (HOKENESS et al., 2005). A suscetibilidade 

ao lúpus induzido por pristane é associada a esta assinatura gênica, que refletiria uma 

elevação dos níveis de IFN-α/β (NACIONALES et al., 2006). Nossos dados mostraram 

aumento significativo nos nívels de CCL2 no peritônio dos animais tratados, porém, em níveis 

semelhantes em ambas as linhagens. Este resultado sugere, embora não tenhamos avaliado de 

maneira mais completa a assinatura de genes estimulados por IFN-α/β, que esta via não tem a 

mesma importância na PIA que no modelo de lúpus. Também podemos concluir que outros 

mediadores estão envolvidos nas diferenças dos infiltrados inflamatórios encontradas nos 

animais HIII e LIII  
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A IL-12p40, complexada com as subunidades, p35 (IL-12p70), p19 (IL-23p59) ou a 

própria p40 apresentam funções distintas na resposta imune. A IL-12p70 bioativa induz a 

proliferação e diferenciação de células TH1, a IL-23p59 induz proliferação e sobrevivência de 

células TH17 quiescentes, e a IL12p80 (forma dimérica da p40) atua diretamente na 

quimiotaxia de monócitos, macrófagos e DCs, além de induzir migração das DCs para os 

linfonodos drenantes. Nossos experimentos mostraram níveis elevados de IL-12p40 em todos 

os tempos testados somente na linhagem LIII tratada com pristane. Entretanto, não foi 

detectada diferença nos níveis de IFN-γ, IL-12 (p70), IL-17, nem na expressão do gene Il-

23p19, sugerindo que a participação de linfócitos TH1 e TH17 neste compartimento e período 

não é majoritária. Entretanto, mais experimentos deveriam ser realizados para dar suporte a 

essa hipótese. 

É interessante notar que o estudo conduzido por Mizutani et al. (2005) detectou 

aumento significativo nos níveis de IL-12p40 e p70 em lavado peritoneal de animais BALB/c 

germ-free após 6 meses da injeção i.p de pristane, indicando que o pristane é capaz de induzir 

per se o aparecimento da IL-12p40. Entretanto, esses dados se referem a períodos mais 

tardios, do que os avaliados neste trabalho. 

A formação de homodímeros de p40 pode acontecer espontaneamente na ausência das 

subunidades p35 (IL-12) ou p19 (IL-23) e o efeito de seu produto, a IL-12p80, está 

diretamente ligado ao recrutamento de células fagocíticas para o sítio inflamatório, o que 

explicaria a presença aumentada destas células na cavidade peritoneal no dia 7 na linhagem 

LIII. Para tanto, experimentos futuros que diferenciem a IL-12p40 da IL-12p80 são ainda 

necessários. Gately et al., (1996) e Piccotti et al., (1997), revelaram efeito diferencial sobre o 

desenvolvimento de células TH1, onde a IL-12p80 acentuou o desenvolvimento de células T 

CD8
+
, mas inibiu a indução de células T CD4

+
.  

 As principais células produtoras de IL-12p40 e de homodímeros de p40 são as DCs 

CD11c
+
 (DAI et al., 2007; NIGG et al., 2007) e a injeção do pristane induziu aumento 

significativo dessas células somente nos animais LIII. É possível que produtos microbianos, 

como LPS, ácido lipoteicóico (LTA), peptidoglicano e DNA CpG tenham induzido a 

produção de IL-12p40 na linhagem LIII, uma vez que o estímulo de ligantes de receptores 

Toll-like induzem altos níveis de IL-12p40 (MEDZHITOV, 2001; BARTON; MEDZHITOV, 

2002). No entanto, mais experimentos seriam necessários para dar suporte a esta hipótese. 

Outra hipótese é a de que a IL-12p40 poderia estar aumentada devido à associação com a 

subunidade IL-23p19, formando a IL-23. Esta citocina pode ser produzida a partir da 
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estimulação de receptores que reconhecem PAMPs. Entretanto, a análise de expressão gênica 

da subunidade IL-23p19 não mostrou diferença significativa aos 7 dias, sugerindo que a 

inflamação crônica pode não ser mediada pela IL-23, porém, não é possível excluir a 

possibilidade da participação dos PAMPs neste fenótipo. 

Posteriormente, avaliamos a presença de mediadores inflamatórios envolvidos na 

proliferação, diferenciação e apoptose celular. É bem estabelecido que o TNF-α é uma 

citocina chave na cascata inflamatória, bem como a IL-18 e IL-1 β no incremento da resposta 

imune adquirida e na artrite reumatóide (BUCHAN et al., 1988). Houve produção de IL-1β 

após a injeção de pristane, porém com diferença estatística entre os grupos apenas aos 7 dias 

na linhagem HIII. Entretanto, as diferenças não se repetiram em experimentos posteriores 

(dados não mostrados). As citocinas IFN-γ, IL-10, IL-4 e IL-17 foram quantificadas no lavado 

peritoneal por ELISA e não observamos diferenças entre os grupos no dia 7, sugerindo que 

estas citocinas foram consumidas. Apesar de estas citocinas estarem ausentes e serem 

primariamente produzidas por células TH, não podemos excluir a possibilidade da 

participação dos linfócitos T, pois foi observado aumento significativo de células CD3
+
 em 

nossos experimentos na linhagem LIII aos 7 dias. Para tanto, uma análise mais detalhada das 

subpopulações de linfócitos TH seria necessária.  

As diferenças no perfil de citocinas e quimiocinas, detectadas por ELISA e qRT-PCR, 

compreenderam aumento significativo da produção de IL-12p40 no lavado peritoneal aos 4, 

7, 17 e 32 dias, e aumento da expressão de transcritos de IL-27p28 e IL-5 pelas células do 

peritônio da linhagem LIII aos sete dias pós-pristane, enquanto na linhagem HIII foram 

detectados níveis de IL-12p40 e expressão de IL-27p28 semelhantes aos controles nas 

mesmas condições. A IL-6 aumentou significativamente nos animais injetados com pristane 

aos 7 dias, em níveis semelhantes em ambas as linhagens. Este resultado, referente a IL-12 e 

IL-6, já tinha sido observado em células peritoneais destas linhagens in vitro (JENSEN, J.R., 

dados não publicados) e células esplênicas avaliadas por ELISPOT (JENSEN et al., 2006), 

parece indicar um efeito inflamatório intrínseco do pristane injetado no peritônio (SHACTER; 

ARZADON; WILLIAMS, 1992), via elevação de PGE2 (HINSON; WILLIAMS; SHACTER, 

1996), o qual não seria per se responsável pelas diferenças de suscetibilidade entre as 

linhagens. 
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A análise de expressão gênica indicou aumento significativo do gene Il4, quando 

comparado com seus respectivos controles, em contraste com as baixas concentrações desta 

citocina detectadas no lavado peritoneal. As principais células que expressam este gene são as 

células TH2, mastócitos, eosinófilos e iNKT. Os mastócitos transcrevem constitutivamente 

este gene (GESSNER; MOHRS; MOHRS, 2005), porém observamos aumento significativo 

em células peritoneais dos animais tratados em relação ao controle. As células iNKT estão 

presentes em pequeno número no peritônio de camundongos C57BL/6 (OHTAKI et al., 2009) 

porém não detectamos quantidades significativas de citocinas produzidas por estas células, 

como IFN-γ e IL-4. Trabalho recente aponta um potencial regulatório das iNKTs em modelos 

de autoimunidade (MIELLOT-GAFSOU et al., 2010; YANG et al., 2011). Como não 

pesquisamos a presença destas células, não é possível especular sobre a sua influência no 

modelo de PIA. É possível que o gene da Il4 tenha sido expresso por eosinófilos, os quais 

aumentaram em ambas as linhagens após a injeção de pristane. O número aumentado de 

células T no peritônio dos animais LIII pode incluir células TH2, as quais produzem, além da 

IL-4, a IL-5, cujos genes foram mais expressos nos animais LIII injetados com pristane. 

Ensaios funcionais envolvendo a marcação intracelular e ensaios in vitro com subpopulações 

isoladas poderiam esclarecer estes achados.  

A IL-5 é uma citocina relacionada com a proliferação de células B1a e produção de 

anticorpos da classe IgM. É produzida normalmente por linfócitos TH2 e pode ser induzida 

por componentes bacterianos, como acido lipoteicóico e peptideoglicanos (MATSUI; 

MOTOHASHI; NISHIKAWA, 2000). Nossos dados de expressão gênica indicaram aumento 

significativo nos transcritos de Il5 apenas nos animais LIII aos 7 dias em resposta ao pristane. 

Este dado é compatível com o aumento de células T CD3
+
 somente nos animais LIII, enquanto 

na linhagem HIII houve diminuição de linfócitos na cavidade peritoneal. O aumento no nível 

de IL-5 intraperitoneal poderia levar ao aumento na proliferação de linfócitos B1a e secreção 

de anticorpos IgM autorreativos. No entanto, a presença da IL-5 não define de maneira clara a 

suscetibilidade a PIA, pois animais DBA/2 resistentes a PIA apresentaram níveis elevados de 

IL-5 após 50 dias da injeção de pristane (MCDONALD; DEGRASSI, 1993; WOOLEY; 

WHALEN, 1991) e células esplênicas de camundongos protegidos contra a PIA produziam 

níveis elevados de IL-4, IL-5 e IL-10 (BEECH et al., 1997).  

Até o momento, não encontramos trabalhos que mostrem a presença de IL-17 em 

lavados peritoneais de camundongos injetados com pristane, porém foi observada a liberação 
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de IL-17A após 6h do estímulo intraperitoneal com zymozan em camundongos C57BL/6 

(PINI e FANTUZZI, 2010). Em nossos dados, não houve diferença significativa na presença 

de IL-17A no lavado peritoneal, comparado com seu respectivo controle, aos 7 dias após a 

injeção de pristane em ambas as linhagens. Contudo, não podemos excluir a possibilidade de 

a IL-17A desempenhar um papel importante na inflamação peritoneal induzida pelo pristane 

em períodos mais precoces na linhagem LIII, pois sua presença induz citocinas e quimiocinas, 

como GM-CSF, IL-8 e quimiocinas da família CXC que atuam no recrutamento de 

neutrófilos para o sítio inflamatório.  

Sabe-se que a IDO pode ser expressa por células estromais, células dendríticas e 

eosinófilos, além dos linfonodos, sendo induzida por bactérias e IFN-γ. A IDO atua no 

catabolismo do triptofano, aminoácido essencial. Além disso, a alta expressão de IDO foi 

associada à redução significativa de células T CD3
+
 infiltrantes em tumores, o que sugere um 

papel imunossupressor de células T (TAYLOR; FENG, 1991). Nossos experimentos 

revelaram alta expressão de Ido1 por células peritoneais, com aumento significativo de células 

CD3
+
 infiltradas na cavidade peritoneal nos camundongos LIII após 7 dias da injeção de 

pristane. Sabe-se que alguns adjuvantes usados para vacinação aumentam a expressão de IDO 

e estimulam fortemente a resposta imune adaptativa, por meio da ligação de oligonucleotídeos 

ricos em CpG ao TLR9 induz a expressão de IDO e a ativação de DCs (MELLOR et al., 

2005). Entretanto, o que teoricamente poderia suprimir, aumentou a resposta imune mediada 

por células T, o que está em linha com os achados de Frumento et al. (2002) que não 

observaram inibição da proliferação de linfócitos T, mesmo em meio completamente 

desprovido de triptofano. Foi descrito que os metabólitos do triptofano são tóxicos aos 

linfócitos e causam apoptose. É possível que a diminuição no número de células observada 

aos 17 dias em nossos experimentos seja devido à ação da IDO, que foi expressa em níveis 

mais elevados em período anterior (7 dias) nos animais LIII. Nossos dados não mostraram 

sinais claros de alteração nas freqüências de apoptose aos 4 dias, porém em outros períodos 

poderiam acorrer.  

O peróxido de hidrogênio (H2O2) é também induzido por IFN-γ, portanto pode ser 

usado como medida indireta de ativação por IFN-γ. O H2O2 atua maximizando as respostas 

microbicidas de fagócitos, degradando mais efetivamente bactérias fagocitadas. Nossos dados 

revelaram que o estímulo com pristane se mostrou potencialmente ativador das células 

peritoneais, o que indica que mesmo não detectando a presença de IFN-γ por ELISA, os 
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fagócitos de ambas as linhagens aumentaram significativamente a produção de H2O2 após 7 

dias da injeção de pristane em relação aos controles. Não houve diferença de produção entre 

as linhagens, sugerindo que a diminuição de células no peritônio dos animais HIII, não seja 

decorrente de morte celular por ativação, uma vez que a análise dos marcadores Fas e FasL 

não foi diferente entre as linhagens no dia 4 após a injeção de pristane (dados não mostrados). 

Entretanto, uma análise mais detalhada, em períodos anteriores aos 4 dias devem ser 

realizados para dar suporte a essa hipótese.  

Nosso próximo passo foi avaliar o linfonodo mesentérico que drena a cavidade 

peritoneal (PARUNGO et al,. 2007). As alterações detectadas podem refletir o tipo de 

resposta que está sendo promovida após o estímulo com o pristane. Avaliamos as alterações 

celulares por citometria de fluxo e por expressão gênica de fatores de transcrição linhagem-

específicos, os quais têm sido amplamente estudados. As células T CD4
+
 CD25

+
 FoxP3

+
 

(Treg) são essenciais para manutenção da tolerância periférica. Camundongos neonatos ou 

adultos sucumbem após múltiplas complicações autoimunes quando são depletados de células 

T reguladoras. Por outro lado, são aumentadas as subpopulações de células TH1 e TH17 

altamente inflamatórias e destrutivas (KORN et al., 2009). Portanto, o equilíbrio entre as 

células Treg e células TH1 ou TH17 efetoras pode indicar o estado fisiológico do patológico 

(WING; SAKAGUCHI, 2010). Nossos dados demostraram que a linhagem LIII apresenta 

menor frequência de células Treg comparada com a linhagem HIII, e o tratamento com 

pristane não alterou a frequência dessas células no mLN, sugerindo que uma alteração 

constitutiva na frequência de células Treg poderia influenciar o fenótipo de resistência e 

suscetibilidade a PIA nas linhagens HIII e LIII. 

Em linhas gerais, nossos resultados sugerem que fatores intrínsecos, como a 

frequência distinta de linfócitos B1a e T reguladores, controlam a intensidade e o tipo de 

resposta inflamatória na fase inicial da PIA e podem ser mecanismos envolvidos na diferença 

entre a resistência/ susceptibilidade nas linhagens HIII e LIII. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Podemos concluir que: 

 

 O ambiente peritoneal é fundamental para a indução da PIA em camundongos, visto 

que ela só se desenvolve por esta via na linhagem suscetível LIII; 

 

 A injeção de uma única dose de pristane induziu artrite com a mesma incidência e 

gravidade que a observada nos animais injetados com duas doses, indicando que a 

segunda dose de pristane não é necessária, pelo menos em animais extremamente 

suscetíveis como os LIII, para o completo desenvolvimento da PIA; 

 

 O infiltrado inflamatório induzido pelo pristane na cavidade peritoneal na linhagem 

suscetível LIII é muito mais intenso que na linhagem resistente HIII, com maior 

freqüência de células T, macrófagos e DCs, e ocorre mais precocemente; 

 

 Ocorre uma frequência constitutivamente maior de células B1a na linhagem LIII em 

relação à HIII. O tratamento com pristane promove expansão destas células e 

diminuição dos linfócitos B2 apenas nos animais LIII; 

 

 A inflamação crônica pelo pristane no peritônio dos animais LIII envolve a subunidade 

p40 da IL-12, sugerindo envolvimento de DCs neste processo; 

 

 A expressão gênica diferencial sugere a participação da Il5, Il-27 e Ido1 como 

componentes da maior suscetibilidade dos animais LIII.  

  

 Há uma frequência constitutivamente menor de células Treg na linhagem LIII em 

relação à HIII, que não altera com o tratamento com pristane. 
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