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RESUMO

As proteinas da matriz extracelular (MEC) e seus componentes
estdo sendo amplamente estudados na literatura médica, assim como
sua relagdo com o remodelamento tecidual presente nas doengas
reumadticas. Neste artigo, mostramos a importancia do estudo do
colageno do tipo V no entendimento da etiologia da esclerodermia,
no que se refere ao desencadeamento da auto-imunidade nesta
enfermidade. Estudos em nosso laboratério demonstram que a
sensibiliza¢io com coldgeno do tipo V em coelhos pode resultar
em um modelo animal de esclerodermia. Diante destes fatos,
sugerimos que pesquisas neste campo podem ser de grande valia
no desenvolvimento de novas condutas terapéuticas.
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INTRODUGAO

Pesquisas referentes a matriz extracelular (MEC) e
seus componentes estio se acumulando rapidamente na
literatura médica. Conhecimentos advindos destes estu-
dos sao particularmente importantes na reumatologia no
entendimento do remodelamento tecidual que acarretam
disfun¢oes das estruturas comprometidas, como na osteo-
artrite ou altera¢oes morfologicas e estruturais observadas
nos 6rgios acometidos na esclerodermia.

O comprometimento matricial nem sempre ¢ secun-
dario a distrbios imunologicos ou sanguineos. Pode ser
primario como nas doengas hereditarias, por exemplo a
sindrome de Ehlers-Danlos, ou sua regulagdo, diferencia-
¢io e remodelamento estarem subordinados as citocinas
secretadas principalmente por células endoteliais, epiteliais
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¢ fibroblastos‘?.

Ao final do século passado, surgiram duas linhas de
pesquisas independentes relacionadas ao coliageno tipo
V que revelam em comum a existéncia de antigenicida-
de a esta molécula, originando em certas condigdes o
desencadeamento de auto-imunidade. Trabalhos do grupo
liderado por Robert Wilkes demonstraram que a rejeigao do
transplante pulmonar alogénico em animais estava ligado
ao desenvolvimento de auto-imunidade celular aos com-
ponentes tissulares que possuiam coligeno tipo V e que a
indugdo da tolerancia imunolégica a este coligeno inibiria
a rejei¢do do 6rgiao™.

No Brasil, o laboratério de MEC da disciplina de Reu-
matologia da Universidade de Sdo Paulo (USP) desenvol-
veu modelo de auto-imunidade em coelhos que reproduz
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manifesta¢oes sistémicas compativeis as observadas na
esclerodermia, incluindo presenga de auto-anticorpos di-
rigidos aos constituintes celulares (FAN) ap6s imunizag¢io
dos animais com coldgeno tipo V. Neste modelo animal
predomina a resposta humoral, e os primeiros resultados
com tolerancia nasal ao coldgeno tipo V indicam melhora
da disfun¢io dos diferentes 6rgaos®.

Certamente, estes novos conhecimentos adquiridos no
campo da Patologia e da Reumatologia poderio revolucio-
nar conceitos de etiopatogénese relacionados a diferentes
enfermidades, razao pela qual consideramos oportuno um
breve resumo sobre auto-imunidade e colageno V.

AUTO-IMUNIDADE E COLAGENO V

E estabelecido que as células estejam imersas em uma
malha protéica denominada MEC, que modula o espago
intra ¢ intercelular. Esta malha protéica tem sido por muitos
anos reconhecida por apresentar composi¢io, organizagio
e propriedades fisicas extremamente importantes na regu-
lagao de mecanismos celulares, tais como: diferenciagio,
proliferagio, migragio, adesio, além da manuten¢io da
forma celular. B importante enfatizar que os componentes
da matriz podem desempenhar papéis estruturais e funcio-
nais diferentes, dependendo da sua composi¢io quimica e
arranjo molecular.

Um dos componentes fibrilares da MEC responsavel
pelo arranjo molecular dos tecidos é o colageno. Duran-
te a evolug¢do, a estrutura helicoidal e a composigiao de
aminoacidos desta proteina foram altamente conserva-
das, facilitando sua andlise e identificagio de um grande
namero de tipos de colageno existentes nos vertebrados.
O coligeno pode variar de acordo com a seqiiéncia ¢ a
quantidade de residuos de aminoacidos que compdem as
cadeias de sua molécula™.

Entre os tipos de colageno, o V ¢ classificado como
um membro da familia dos colagenos fibrilares, com base
em sua estrutura primaria e seu potencial para formar
fibrilas no intersticio® ¢. A rela¢do entre este tipo de co-
lageno e auto-imunidade ja foi demonstrada em diversos
experimentos, nos quais foram encontradas altas respostas
a auto-anticorpos ligados a ativa¢do de células T). Foram
também identificados anticorpos anticolagenos I, I1, IV e
V nos soros de pacientes com lapus eritematoso sistémico
(LES) e vasculite, sendo que nesses casos provavelmente
os colagenos IV e V estariam envolvidos com o processo
de manutenc¢io da lesio vascular®.

Estudos realizados em modelo de transplante de
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pulmio desenvolvido em murinos mostraram que o cola-
geno tipo V ¢é alvo da resposta imune para aloantigenos.
Estes verificaram que o tecido conjuntivo peribronquiolar,
intersticio alveolar ¢ membrana basal dos capilares, nos
quais o colageno tipo V esta localizado, sao os sitios de
lesao patolodgica em resposta aos aloantigenos no modelo
estudado®. Por outro lado, estudos da tolerancia oral ao
coldgeno tipo V, nos recipientes de enxerto de pulmio,
administrados anteriormente ao transplante, diminuiam
as respostas de rejei¢do. A analise imunologica, radiologica
e histologica dos animais receptores de enxerto tratados
oralmente com colageno tipo V, em relagio ao controle,
demonstrou diminui¢do de células polimorfonucleares e
lintécitos no fluido bronquioalveolar, menos infiltrados nos
enxertos, preservagdo da anatomia do enxerto e redugio da
rejei¢do patologica. A administragao oral de coldgeno tipo
V, nos receptores de enxerto induziu aumento na produ-
¢do de TGF-B, resultando na diminui¢do das respostas de
hipersensibilidade tardia para os aloantigenos do doador,
o qual era neutralizada pelo TGF-.

Nesta mesma linha, foram também identificadas células
T especificas para o colageno tipo V durante os episodios de
rejei¢io do enxerto de pulmao, as quais podem contribuir
para a patogénese das respostas de rejeigdo. Estes estudos
sugeriram que, uma vez que o coliageno tipo V ¢ uma
molécula altamente conservada entre individuos e espécies,
este seria um alvo na resposta de rejeigio no pulmao. Foi de-
monstrado que, durante o processo de rejeigdo ¢ inflamagdo,
o tecido sofre agdo de metaloproteinases, como a MMP-2
e MMP-3, e estas enzimas sao capazes de clivar e expor o
colageno do tipo V, tornando-o imunogénico, ¢ deste modo
os diferentes peptideos desta macromolécula poderiam in-
duzir aloreatividade, desempenhando papel importante na
rejeigdo do enxerto ¢ remodelamento pulmonar!?.

O colageno V apresenta caracteristicas proprias, pois
durante a sua sintese conserva os dominios globulares e
telopeptideos (NH3 e COOH), regides reconhecidamente
imunogénicas da molécula, assim como diversas isoformas
que podem mudar o tipo ¢ a propor¢io dos constituintes
de suas cadeias™V. Pode ocorrer na forma de heterotrimero
composto pelas cadeias o (V), o, (V) e o, (V)!?. Porém,
a maioria dos tecidos contém a forma [o, (V)],, [OLZ(VHI,
sendo a forma homotrimera [o, (V),] pouco freqiiente e
descrita em linhagens de células pulmonares de hamster chi-
neses'® e em endométrio de camundongos gestantes!).

O colageno do tipo V ¢ proporcionalmente 0 menor
componente em massa nos tecidos, mas desempenha papel
fundamental nos processos de proliferagio e reparagio
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tecidual. A sua presen¢a na membrana basal de vasos e em
alguns tecidos mesenquimatosos ¢ de extrema importin-
cia na ligacdo entre o coligeno IV da membrana basal ¢ o
conjuntivo frouxo dos 6rgios!*®); participando ativamente
na interacao dos componentes da MEC e estabelecendo
associa¢do com outros tipos de colageno, como os tipos I
¢ III na pele ¢ no intersticio pulmonar¢-1%),

O colidgeno do tipo V se distribui principalmente na
coHrnea™ 1920 fioado®) bago”)) pulmao®? e pele?),
sendo responsavel pela regula¢ao do didmetro das fibras de
colageno, através da formagio de fibras heterotipicas (for-
madas por mais de um tipo de colageno), constituidas mais
freqiientemente pelos tipos 1/V e 111 /V©Y. Experimentos
de fibrilogénese in vitro, realizados em camundongos trans-
génicos, indicam que o coligeno do tipo V regula a for-
magdo de fibras heterotipicas, interferindo na fibrilogénese
in vivo de fibras de colageno do tipo I. Exemplo classico
deste processo é encontrado na sindrome de Ehlers-Dan-
los, doenga caracterizada pela mutagdo génica do coliageno
do tipo V. Outro aspecto importante na sintese das fibras
de colageno do tipo V, mas que permanece obscuro, ¢ a
funcao de seu fragmento proteolitico NH,- terminal da
cadeia o, (V). Este dominio apresenta a maior seqii¢ncia
de aminoacidos de todas as cadeias o de colageno, mas sua
distribui¢do ¢ limitada nos tecidos podendo refletir maior
nivel de especializagio desta molécula®?. Claramente, o
colageno do tipo V é fundamental ndo somente para regular
o didmetro das fibras, mas também na integridade do tecido
conjuntivo, apresentando fung¢oes diferentes dependendo
da sua distribui¢do e isoformas moleculares.

Os aspectos imunogénicos da molécula de colageno sio
de maneira geral, invariaveis entre todas as suas isoformas
fibrilares. Cada um dos dominios da molécula (helicoidais
¢ telopeptideos globulares) apresenta imunogenicidade
espécie-especifica, sendo capaz de desencadear uma resposta
imune independente, justificando de certa maneira, o fato
de moléculas de procoligeno (forma precursora) e de co-
lageno denaturado apresentarem uma resposta mais difusa
por parte do sistema imune (possuem mais seqiiéncias de
aminoacidos expostas, além dos dominios encontrados na
molécula tradicional).

Por estas razoes, e ainda por estudos recentes em nosso
laboratério, que demonstram que a imunizagio com colage-
no do tipo V pode induzir remodelamento na pele e 6rgiaos
internos, assim como o aparecimento de auto-anticorpos em
coclhos da Nova Zelandia sadios, sugerimos que epitopos
desta proteina podem estar envolvidos na perpetuagao do
processo de lesdo e fibrose e em auto-imunidade nas doengas
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difusas do tecido conjuntivo (DDTC)®).

A antigenicidade ao coligeno V foi demonstrada por
Teodoro em 2001, que descreveu um modelo experimen-
tal original de auto-imunidade em pulmoes de cocelhos, apos
a imunizagdao dos animais com colageno tipo V humano,
hemulsificado com adjuvante de Freund. Os coelhos sacrifica-
dos apds 75 e 120 dias do inicio da imunizag¢do apresentaram
alteragdes morfologicas progressivas, especialmente em lobos
basais pulmonares, caracterizadas morfologicamente pelo
espessamento da intima vascular, dep6sito de colageno nas
regioes subendotelial, perivascular, peribronquica ¢ intersti-
cio pulmonar, com infiltrado neutrofilico®®. Posteriormente,
Prizon em 2003%%, isolando a artéria pulmonar dos animais
imunizados, demonstrou que esses vasos apresentavam
remodelamento na camada intima ¢ mudanga fenotipica
dos fibroblastos, observado pelo aumento da expressio da
o-actina de musculo liso neste 6rgao. Além das alteragdes
pulmonares, os animais apresentaram positividade para an-
ticolageno tipos I, III e V no soro.

Posteriormente, Yoshinari ¢ cols?®, em 2002 demons-
traram que as alteragdes histoldgicas ndo estavam restritas
ao tecido pulmonar, mas acometiam outros 6rgaos, como:
coragdo, esdfago, rim, sindvia, cartilagem ¢ pele. O com-
prometimento cardiaco localizava-se no intersticio, entre as
fibras musculares com depésito de colageno e espessamento
da parede dos vasos, principalmente nos animais sacrificados
ap6s 120 dias de imuniza¢io. O es6fago destes animais
mostrou diminui¢ao do lamen, deposi¢io do colageno
na camada submucosa ¢ perivascular, apés 75 dias, mas o
processo foi mais intenso nos animais sensibilizados de 120
dias. O parénquima renal apresentou discreta proliferagio
mesangial, espessamento da membrana basal e depdsito
de colageno ao redor dos vasos do intersticio renal mais
visivel nos animais de 120 dias. Quanto as altera¢oes de
membrana sinovial, foi observada auséncia de infiltrado
inflamatorio ap6s 75 ¢ 120 dias da primeira imunizag¢do,
porém com estratificagio do epitélio de revestimento e
intenso remodelamento com depésito de colageno no teci-
do conjuntivo subsinovial?”. Ogido, em 2005?% mostrou
que estas alteragdes sinoviais eram resultantes do depésito
dos colagenos I, IIT e V, e que os colagenos dos tipos 111 e
V participam do processo de fibrose dos vasos deste tecido.
Na cartilagem articular, as altera¢des foram mais nitidas
nos animais imunizados de 120 dias, demonstradas pela
mudanga da MEC ¢ pelo aumento do ntimero de células
semelhante ao encontrado em processos degenerativos. O
que chamou nossa atengdo nestes animais foi também o
comprometimento da pele. Oliveira, em 2005%” mostrou
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que a pele apresentava mudangas em seu perfil histoloégico
tanto na derme superficial, como na derme profunda ¢
diminui¢io de anexos com deposito de coligeno. Surpre-
endentemente, as altera¢des da pele tinham inicio apods
sete dias da primeira imuniza¢do e eram progressivas até
150 dias. Estudos in vitro, utilizando fibroblastos de pele
dos animais imunizados com colageno do tipo V, também
indicavam mudangas na sintese desta proteina e alteragoes
no rearranjo das fibras de colageno do tipo V, com o tempo
de imuniza¢ao®,

Além das alteragoes morfologicas descritas nos dife-
rentes 6rgaos, Callado, em 20054 demonstrou maior
freqiiéncia de auto-anticorpos nos coelhos imunizados
com colageno do tipo V, pelo surgimento de fator anti-
nuclear (FAN), padrio citoplasmatico e auto-anticorpos
possivelmente contra o complexo de Golgi. Todas estas
constatagoes podem nos levar a confirmag¢do de um envol-
vimento sistémico, lembrando as alteragoes encontradas na
esclerodermia®®h 32,

Foi sugerido inicialmente, que a inoculagio de coligeno
do tipo V em coelhos promoveria a formag¢ao de imuno-
complexos, que ao se depositarem na parede dos vasos,
desencadeariam o processo inflamatério. Isto culminaria
com a lesdo do endotélio e membrana basal, e exposi¢io
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