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RESUMO 

 

Lúpus eritematoso sistêmico (LES) é uma doença autoimune crônica de caráter inflamatório e 

de etiologia pouco conhecida, que acomete múltiplos órgãos e tecidos. Há produção de 

autoanticorpos contra antígenos do próprio organismo, tendo como consequência o depósito de 

imunocomplexos nos tecidos, ocasionando um processo inflamatório crônico, mediado por uma 

miríade de moléculas, entre elas o fator de transcrição NF-κB. O baço é um dos órgãos afetados 

no LES. Assim, algumas das manifestações esplênicas observadas nos pacientes são 

esplenomegalia e alterações histológicas do órgão. A proliferação de megacariócitos (MKs) no 

tecido esplênico é observada facilmente no baço de camundongos em modelos de LES. Um 

destes modelos é o de lúpus induzido por pristano (PIL). A vitamina D (vitD) vem sendo 

estudada por seu potencial imunomodulador, agindo tanto na imunidade inata quanto 

adaptativa. Neste trabalho, procurou-se identificar alterações histopatológicas no baço de 

camundongos PIL, além da esplenomegalia, assim como avaliar a expressão, neste tecido, de 

moléculas envolvidas na inflamação sistêmica causada pelo LES. Adicionalmente, buscou-se 

identificar possíveis efeitos moduladores da vitD sobre essas manifestações. Para isso, foram 

analisadas amostras de baço de 38 camundongos BALB/c fêmeas, divididos em três grupos: 

controle (CO), lúpus induzido por pristano (PIL) e PIL com suplementação de vitamina D (VD). 

Os baços foram pesados e foi calculada a proporção do peso do órgão sobre o peso do animal. 

As análises histológicas foram realizadas em lâminas de hematoxilina-eosina (H&E) e 

imunofluorescência (IF) dos baços. As lâminas de H&E foram analisadas para identificação das 

alterações histopatológicas e para a contagem de MKs. Esta contagem foi realizada em 10 

campos aleatórios. Lâminas de IF foram marcadas com anticorpos anti-IgM, anti-IgG e anti-

NF-κB. Os animais dos grupos PIL e VD desenvolveram esplenomegalia e apresentaram 

alterações histopatológicas como presença de células espumosas, desorganização das polpas 

vermelha e branca e expansão da cápsula fibrosa. Tanto PIL quanto VD tiveram aumento 

significativo no número de MKs por campo observado, comparados com o grupo CO. Não 

houve diferença significativa entre os grupos PIL e VD nessa contagem. Ademais, não foi 

observada diferença estatisticamente significativa na expressão de IgM, IgG e NF-κB entre os 

três grupos pesquisados. Deste modo, conclui-se que o modelo PIL desenvolve esplenomegalia 

e alterações histopatológicas com aumento da presença de MKs no baço dos animais induzidos. 

Ao mesmo tempo, não foram observados efeitos imunomoduladores da suplementação de vitD 

no tecido esplênico de camundongos PIL. 

Palavras-chave: lúpus eritematoso sistêmico; baço; modelo animal; megacariócito; vitamina D.



 
 

ABSTRACT 

 

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune disease with an inflammatory 

nature and an unknown etiology, affecting multiple organs and tissues. There is the production 

of autoantibodies against the body's own antigens, resulting in the deposition of immune 

complexes in tissues, causing a chronic inflammatory process mediated by a myriad of 

molecules, including the transcription factor NF-κB. Spleen is one of the organs affected in 

SLE. Thus, some of the splenic manifestations observed in patients include splenomegaly and 

histological alterations of the organ. The proliferation of megakaryocytes (MKs) in the splenic 

tissue is easily observed in the spleens of mice in SLE models. One of these models is pristane-

induced lupus (PIL). Vitamin D (vitD) has been studied for its potential immunomodulatory 

effects, acting on both innate and adaptive immunity. In this study, we sought to identify 

histopathological changes in the spleens of PIL mice, as well as splenomegaly, and to evaluate 

the splenic expression of molecules involved in the systemic inflammation caused by SLE. 

Additionally, we aimed to identify possible modulatory effects of vitD on these manifestations. 

For this, spleen samples from 38 female BALB/c mice, divided into three groups – control (CO), 

pristane-induced lupus (PIL), and PIL with vitamin D supplementation (VD) –, were analyzed. 

Spleens were weighed, and the proportion of organ weight to animal weight was calculated. 

Histological analyses were performed on hematoxylin-eosin (H&E) and immunofluorescence 

(IF) slides of the spleens. The H&E slides were analyzed to identify histopathological changes 

and to count MKs. These counts were performed in 10 random fields. IF slides were labeled 

with anti-IgM, anti-IgG, and anti-NF-κB antibodies. Animals in the PIL and VD groups 

developed splenomegaly and exhibited histopathological changes such as the presence of foam 

cells, disorganization of red and white pulp, and expansion of the fibrous capsule. Both PIL 

and VD had a significant increase in the number of MKs per observed field compared to the 

CO group. There was no significant difference between the PIL and VD groups in these counts. 

Furthermore, no statistically significant difference was observed in the expression of IgM, IgG, 

and NF-κB among the three groups studied. Thus, we conclude that the PIL model develops 

splenomegaly and histopathological changes with an increased presence of MKs in the spleens 

of induced animals. Simultaneously, no immunomodulatory effects of vitD supplementation 

were observed in the splenic tissue of PIL mice. 

 

Keywords: systemic lupus erythematosus; spleen; animal model; megakaryocyte; vitamin D. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O lúpus eritematoso sistêmico (LES) é uma doença autoimune crônica, caracterizada 

pela perda de tolerância do sistema imune aos componentes próprios, levando a uma resposta 

inflamatória exacerbada, devido, entre outros fatores, a uma falha na eliminação de debris 

celulares [1]. A etiologia da doença é complexa e envolve fatores genéticos e ambientais [2]. 

No LES, há produção de autoanticorpos, que formam imunocomplexos que se depositam nos 

tecidos, ativando a sinalização por interferons do tipo I (IFN-I) a partir de células dendríticas 

plasmocitoides (pDCs) e com a participação de receptores do tipo toll (TLRs), contribuindo 

para a ativação inadequada do sistema imunológico [1].  

A prevalência da doença é estimada em mais de 40 casos por 100 mil habitantes [3].  As 

manifestações variam amplamente entre os pacientes, podendo afetar qualquer órgão ou 

sistema, resultando em inflamação crônica com perda parcial ou total de função do órgão 

atingido. Acometimento cutâneo, musculoesquelético, hematológico, renal e neuropsiquiátrico 

são os mais comuns e significativos, mas outros órgãos, como fígado e baço, também podem 

ser envolvidos [4–8]. 

O baço, um órgão linfoide secundário, desempenha papéis cruciais nos processos 

hematológicos e imunológicos, sendo dividido histologicamente em polpa vermelha, polpa 

branca e zona marginal, cada qual desempenhando funções específicas [9]. No LES, embora o 

envolvimento do baço seja pouco específico, este tecido participa das respostas inflamatórias 

crônicas típicas da doença. Isso pode levar a manifestações como esplenomegalia, hiper ou 

hipoesplenismo, infartos, rupturas espontâneas e desenvolvimento de nódulos calcificados no 

tecido [10–17]. 

Uma das formas de se estudar a doença é a partir de modelos experimentais utilizando 

camundongos (Mus musculus). Um destes modelos é o de lúpus induzido por pristano (PIL), 

uma substância oleosa que atua provocando uma resposta autoimune semelhante à do LES em 

pacientes [18,19]. Este é o modelo que apresenta a maior quantidade de manifestações clínicas 

e laboratoriais da doença [19,20], mas o envolvimento de alguns órgãos e sistemas ainda 

necessita de melhor caracterização. 

A vitamina D (1,25(OH)2D) é um hormônio esteroide obtido pela exposição ao sol, dieta 

ou suplementação, nas formas D2 (ergocalciferol) e D3 (colecalciferol). A vitamina D3 é 

sintetizada na pele com a ajuda da radiação UV e metabolizada no fígado e rins, onde é 

convertida em sua forma ativa, calcitriol. Sua função mais conhecida é na regulação dos níveis 

de cálcio e fósforo, essenciais para a saúde óssea [21–24]. A vitamina D também desempenha 
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papéis importantes no sistema imunológico, como a modulação de células imunológicas e a 

promoção de processos tolerogênicos [24]. A deficiência de vitamina D tem sido associada ao 

desenvolvimento de doenças autoimunes, como artrite reumatoide, LES e esclerose sistêmica 

[25]. 

A relação entre a vitamina D e o LES tem sido estudada e a suplementação de 

1,25(OH)2D é comum nos pacientes, que podem apresentar deficiência nos seus níveis, muitas 

vezes causada pela baixa exposição solar devido à fotossensibilidade. Estudos mostram que a 

deficiência de vitamina D está associada a uma maior atividade da doença, enquanto a 

suplementação pode reduzir essa atividade [26–31]. Além disso, a ativação nuclear do receptor 

de vitamina D (VDR) tem sido relacionada à modulação de processos inflamatórios, como a 

via de NF-κB, em nefrite lúpica [32]. Portanto, tanto a 1,25(OH)2D quanto seu receptor nuclear 

estão envolvidos na modulação do sistema imunológico. 

Desta forma, este trabalho busca estudar as alterações esplênicas que ocorrem no 

modelo experimental PIL ao longo do tempo de experimentação e como a suplementação de 

vitamina D poderia modular estas alterações através dos seus efeitos imunorregulatórios já 

descritos. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 ESTRATÉGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMAÇÕES 

 

Os termos de pesquisa para a seleção dos artigos nesta revisão da literatura foram 

utilizados nas bases de dados Pubmed, Embase e Scielo. Apenas artigos escritos em língua 

inglesa ou língua portuguesa foram selecionados. Os MESH Terms incluídos na pesquisa, entre 

tópicos relacionados ao tema deste trabalho, foram “Lupus Erythematosus, Systemic”, “Spleen”, 

“Models, Animal”, “Vitamin D” e “Megakaryocytes”, isoladamente ou em combinação. A 

Figura 1 apresenta um esquema de como os artigos foram selecionados e quais critérios foram 

utilizados para filtrar as informações. 

 

Figura 1 – Modelo esquemático da estratégia de busca de informações 

 
Figura de autoria própria produzida com o programa Microsoft Power Point. *Critérios de exclusão após leitura 

de título e abstract: tema não relacionado aos objetivos da pesquisa; abstracts não disponíveis; abstracts não 

disponíveis em inglês ou português. **Critérios de exclusão após leitura de texto completo: informações não 

relacionadas aos objetivos da pesquisa e artigos não disponíveis na íntegra. 
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2.2 LÚPUS ERITEMATOSO SISTÊMICO 

 

O lúpus eritematoso sistêmico (LES) é uma doença crônica inflamatória, mediada por 

processo autoimune. É caracterizada pela perda de tolerância a componentes do próprio 

organismo, denominados autoantígenos, que desencadeiam a resposta imune exacerbada. Essa 

ativação descontrolada do sistema imunológico resulta em inflamação multissistêmica, 

podendo afetar órgãos como pele, rins, coração, pulmões, articulações e sistema nervoso 

central, levando a sintomas variáveis. A etiologia exata ainda é desconhecida, mas se acredita 

que fatores genéticos, hormonais e ambientais desempenhem um papel importante no 

desenvolvimento da doença [33,34]. 

Os dados de prevalência e incidência da doença são heterogêneos a depender da 

geografia e das características demográficas da população estudada. Tian e colaboradores 

estimaram uma incidência global de LES de 5,14 por 100 mil pessoas ao ano. Entre mulheres, 

essa estimativa subiu para 8,82 e, entre homens, foi de 1,53 por 100 mil ao ano [3]. De fato, é 

observado na prática clínica que a maioria das pacientes com a doença são mulheres. No mesmo 

estudo, a prevalência global de LES foi estimada em 43,7 por 100 mil pessoas, ou seja, cerca 

de 3,41 milhões de pacientes ao redor do mundo [3]. 

Estudos epidemiológicos que busquem dados de prevalência e incidência do LES na 

população brasileira são escassos. Em 2002, Pereira Vilar e Sato estimaram a incidência da 

doença na cidade de Natal/RN como 8,7 por 100 mil habitantes ao ano [35]. Dois anos depois, 

um estudo de coorte de Senna e colaboradores estimou a prevalência da doença no Brasil em 

0,098% [36]. Já em 2011, Nakashima e colaboradores estimaram uma incidência de 4,8 novos 

casos por ano para cada 100 mil habitantes em Cascavel/PR [37]. Finalmente, Marques e 

colaboradores observaram um aumento da incidência de lúpus na população brasileira durante 

a pandemia de COVID-19, estimando que em 2021 esse dado foi de 221,8 casos para cada 1 

milhão de habitantes, sendo a maior incidência na região sul (253,3/1 milhão) e a menor, na 

região norte (154,5) [38]. 

Além da diferença de incidência e prevalência observada entre os sexos, também são 

observadas diferenças étnico-raciais. Sendo assim, o LES é mais incidente em pessoas de 

ascendência africana, hispânica ou asiática do que naquelas que possuem ascendência europeia 

[39,40]. Também, pacientes não-brancas tendem a ser mais gravemente afetadas pela doença, 

com manifestações mais severas (como nefrite lúpica e eritema discoide) e acumulação mais 
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rápida de dano permanente. Manifestações renais também costumam aparecer mais cedo nessas 

pacientes [41–43].   

 

2.2.1 Fisiopatogenia 

 

A etiologia da doença é pouco conhecida e são diversos os fatores que se acredita serem 

responsáveis pela sua etiopatogenia, dentre os quais se destacam fatores ambientais e genéticos. 

Por exemplo, infecções (notadamente pelo vírus Epstein-Barr), exposição à radiação 

ultravioleta (UV) e à sílica e uso de determinadas substâncias, como tabaco, estão entre algumas 

possíveis causas. Além disso, o hormônio estrogênio, a dieta e a composição da microbiota 

intestinal também podem estar associados, em maior ou menor grau, com a incidência da 

doença [2]. Ademais, a hereditariedade genética exerce importante papel no desenvolvimento 

do LES, com 66% de correspondência em gêmeos univitelinos. Estudos de associação do 

genoma completo (GWAS) identificaram mais de 100 loci de suscetibilidade associados à 

doença, particularmente em genes do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Essa 

suscetibilidade genética é maior em determinadas populações, como as de ascendência africana 

e asiática. Ainda assim, o desenvolvimento da doença é multifatorial, com a predisposição 

genética sendo tão somente uma das múltiplas causas, muito frequentemente ativada por fatores 

ambientais e hormonais [44]. 

Na doença, ocorre uma resposta imune exacerbada contra antígenos próprios, que ficam 

disponíveis após subsequentes falhas do sistema de fagocitose em limpar os tecidos de debris 

de células apoptóticas, especialmente micropartículas nucleares, como de DNA dupla-fita 

(dsDNA). As partículas apoptóticas nucleares disponíveis durante o processo de morte celular 

por NETose (proveniente da ação de neutrófilos) parecem ser as que mais contribuem para a 

patogênese do LES [1,45]. A partir disso, células B ativadas passam a produzir 

imunoglobulinas, em especial IgM, IgG e IgA, contra antígenos próprios, os autoanticorpos. 

Cada tipo de imunoglobulina apresenta papéis e comportamentos distintos. IgM tende a ser 

produzida na resposta inicial a danos e invasores e possui capacidade elevada de ativação de 

moléculas do complemento. IgG é um isotipo mais abundante e duradouro, apresentando alta 

capacidade de opsonização. Finalmente, IgA se apresenta nas formas sérica e secretória, sendo 

a primeira muito importante na ativação de células fagocíticas e a segunda, na proteção de 

regiões mucosas [46].  
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Hipergamaglobulinemia (aumento da concentração de imunoglobulinas na circulação 

sanguínea) é uma manifestação comum em pacientes com alta atividade de doença, devido à 

elevada ativação da imunidade humoral e produção excessiva de autoanticorpos [46,47]. Por 

outro lado, alguns pacientes podem apresentar hipogamaglobulinemia, em decorrência de perda 

proteica como consequência de síndrome nefrótica e/ou uso de fármacos imunossupressores 

[46,48,49].  

Os principais autoanticorpos produzidos no LES são os anticorpos antinucleares 

(ANAs) que têm como alvos os componentes do núcleo das células. Há dois tipos destes 

anticorpos: anticorpos anti-DNA e anticorpos anti-proteínas ligadoras de RNA (RBPs), como 

anti-Sm, anti-Ro, anti-La e anti-RNPs (ribonucleoproteínas) [50]. Sabe-se que os níveis séricos 

de anti-DNA variam conforme a atividade da doença [50–52] enquanto os níveis de anticorpos 

contra RBPs são relativamente estáveis ao longo do tempo [50].  

Autoanticorpos tendem a formar imunocomplexos nos tecidos e na circulação. Estes 

imunocomplexos são compostos por imunoglobulinas associadas a seus respectivos 

autoantígenos, que ativam a sinalização por interferons do tipo I (IFN-I), cuja assinatura é 

característica do LES [50,53,54]. Esse mecanismo se dá porque os autoanticorpos supracitados 

são capazes de ativar células dendríticas plasmocitoides (pDCs) [55,56] altamente produtoras 

de IFN-I, por meio da ativação de receptores do tipo toll (TLRs) [55]. Os mais comuns TLRs 

envolvidos na fisiopatogenia do LES são TLR7 e 9 [57,58]. Esse mecanismo envolvendo pDCs, 

IFN e receptores é fisiologicamente essencial para o combate a possíveis infecções virais, mas 

no contexto do LES se torna promotor da ativação inadequada de genes envolvidos na doença 

[55], que produzirão uma cascata de moléculas inflamatórias. 

A sinalização por IFN-I acarreta uma resposta imunológica que envolve tanto a 

imunidade inata quanto adaptativa, ao estimular a diferenciação de fagócitos derivados de 

monócitos da circulação e promover a ativação de células B autorreativas (autoimunidade 

humoral) [55,56]. Por isso, o fator de ativação de célula B (BAFF, em inglês) tem atraído o 

interesse da comunidade científica como alvo terapêutico, pois contribui para a proliferação e 

sobrevivência destas células, que produzem os autoanticorpos que se depositam nos tecidos 

[59]. Complementarmente, a deficiência de origem genética no sistema complemento 

observada em pacientes com LES é um fator de risco para a doença, uma vez que esses 

componentes são importantes para a depuração dos imunocomplexos [60]. Todos esses fatores 
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desencadeantes acabam tendo como consequência a perda de tolerância de linfócitos B e T a 

autoantígenos [61]. 

Os macrófagos são outro tipo celular fagocítico que atua no sistema imune inato. São 

células grandes e altamente plásticas que residem nos tecidos e se polarizam em diferentes 

perfis a depender dos sinais fisiológicos ou patológicos que recebem [62,63]. O perfil M1 

(ativação clássica), usualmente referido como “pró-inflamatório”, é induzido por TLRs [62] e 

IFN-γ [64]. Esses macrófagos são conhecidos por produzirem citocinas como IL-1, IL-6 e TNF 

[63]. Já o perfil M2 (ativação alternativa), “anti-inflamatório”, contrasta ao ser induzido por IL-

4 e IL-13 e está envolvido na reparação tecidual e regulação imune, promovendo a resolução 

da inflamação [62,63,65].  

Ademais, alguns fatores de transcrição gênica são essenciais para a regulação do 

processo de polarização [63]. Destacam-se o fator nuclear kappa (NF-κB) [66], o transdutor de 

sinal e ativação de transcrição 1 (STAT1) [66] e o fator regulatório de interferon 5 (IRF5) [67] 

na ativação clássica (M1). Já STAT6 [68], IRF4 [69] e receptor ativado por proliferadores de 

peroxissoma tipo gama (PPAR-γ) [70] regulam a ativação alternativa (M2).  

Todavia, é importante ressaltar que a divisão M1/M2 é simplificada e que o espectro de 

polarização destas células é mais amplo e apresenta estados intermediários entre esses dois [63]. 

Em resumo, macrófagos desempenham funções tanto na inflamação crônica quanto aguda, e no 

processo de resolução desta [71]. Deste modo, é sabido que no LES há uma desregulação no 

funcionamento destas células [72]. Embora os macrófagos M1 sejam vistos como mais 

proeminentes em processos inflamatórios, estudos indicam que o fenótipo M2 exerce um papel 

protagonista na patogênese do LES [72–74]. Em um contexto de LES em alta atividade, há uma 

hiperativação do tipo M1, com alta produção de citocinas pró-inflamatórias [72]. 

Complementarmente, o desenvolvimento da doença também ocasiona que macrófagos M2 se 

tornem ineficientes no processo de fagocitose e limpeza tecidual, especialmente dos 

imunocomplexos depositados nos tecidos [72,75]. Como consequência, há dano à função dos 

órgãos afetados. 

 

2.2.2 Envolvimento esplênico 

 

O baço é um órgão linfoide secundário que participa de processos hematológicos e 

imunológicos, que ocorrem em suas diferentes regiões teciduais (Figura 2). Estas regiões 
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identificáveis são a polpa vermelha e os compartimentos linfoides (polpa branca e zona 

marginal). Funcionalmente, é na polpa vermelha que há a filtragem das células sanguíneas, a 

reciclagem do ferro e a produção de anticorpos pelos plasmócitos. Na polpa branca se 

encontram compartimentos de linfócitos T e linfócitos B, similarmente ao que se observa nos 

linfonodos. Nessa região ocorre interação entre diferentes tipos de células hematopoiéticas, 

especialmente das células T com células B e células dendríticas, e também expansão clonal de 

células B ativadas [9]. Finalmente, a zona marginal é uma região de transição do baço, onde as 

células passam da corrente sanguínea para o tecido esplênico. Esta região é importante para o 

correto funcionamento da vigilância imunológica, uma vez que é nela que as células B desta 

zona interagem com células apresentadoras de antígeno, processo fundamental para o 

desenvolvimento de defesa contra agentes infecciosos e para a manutenção da homeostase 

imunológica [9,76]. 

 

Figura 2 – Ilustração representando corte histológico longitudinal do baço 

 
 

Figura de autoria própria produzida com os programas Mind the Graph e Microsoft Power Point. O baço é um 

órgão linfoide secundário que participa da manutenção da homeostase hematológica e imunológica. É revestido 

por uma cápsula fibrosa (CF) de tecido conjuntivo denso não modelado e apresenta três regiões distinguíveis: 

polpa vermelha (PV), polpa branca (PB) e zona marginal (ZM). Na PV, ocorre essencialmente a filtragem das 

células sanguíneas. Na PB é onde ocorre a interação entre diferentes células do sistema imunológico, como 

linfócitos e células dendríticas. Já a ZM é uma interface entre as duas outras regiões, onde ocorre a troca de células 

da corrente sanguínea para o tecido esplênico e vice-versa. PB e ZM formam o chamado “componente linfoide” 
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deste órgão. As trabéculas (T) são estruturas de tecido conjuntivo que se estendem da CF para o interior do órgão, 

proporcionando suporte para os vasos sanguíneas e células do baço. 

 

 

Em geral, o envolvimento do baço na patogenia do LES não é específico da doença, mas 

de ocorrência esperada em processos inflamatórios e respostas imunes. Quando infecção ou 

dano ao hospedeiro é identificado, o tecido esplênico é ativado através dos receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs), como TLRs, receptores tipo-NOD (NLRs), RNA helicases 

tipo-gene induzível por ácido retinóico tipo I (RIG-I) e receptores de lectina tipo-C (CLRs). Em 

resposta a isso, células T emitem sinais de ativação de células apresentadoras de antígeno e 

fagócitos e há secreção de citocinas no tecido esplênico. A secreção de citocinas pró-

inflamatórias no baço estimula a ativação de pDCs e macrófagos, que por sua vez recrutam 

leucócitos que se mantêm ativos no tecido enquanto o processo não é resolvido [77]. Por ser 

uma doença de caráter inflamatório, no LES isso se torna crônico e recorrente. 

Esplenomegalia (aumento do baço), hiper ou hipoesplenismo, infarto, ruptura 

espontânea e presença de nódulos calcificados no baço são algumas das manifestações 

reportadas em pacientes com LES [10–17]. Das manifestações mencionadas, a primeira é a 

mais destacada, com taxas variando entre 9% e 46% dos pacientes sendo acometidos [78,79]. 

Em geral, o aumento do baço se dá devido a três mecanismos principais: elevação do sequestro 

de células da circulação, hiperplasia imune/linfoide e bloqueio do fluxo sanguíneo [79]. Uma 

das causas para o último pode ser algum acometimento do fígado e, no LES, a esplenomegalia 

costuma estar associada à hepatomegalia. Na hiperplasia linfoide, o baço apresenta aumento da 

polpa branca (folículos linfoides) e acumulação de macrófagos e plasmócitos no entorno de 

arteríolas e da polpa vermelha. Histologicamente, o principal achado em baços 

esplenectomizados de pacientes com LES são as chamadas “lesões casca de cebola”, que 

consistem em múltiplas camadas de colágeno hialinizado periarticular observadas no tecido 

[78].   

 

2.2.3 Demais manifestações e critérios diagnósticos 

 

As manifestações clínicas e laboratoriais dos pacientes com LES são bastante 

heterogêneas e variam muito entre os indivíduos com a doença. Qualquer órgão e sistema pode 

ser acometido, o que pode levar à inflamação crônica e perda de função. A pele é acometida em 
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cerca de 90% dos pacientes com LES, incluindo os subtipos lúpus cutâneo agudo, subagudo e 

crônico, tendo como principais manifestações o eritema malar e a fotossensibilidade [6]. As 

manifestações musculoesqueléticas mais comuns são artralgia e artrite, geralmente afetando 

mais de uma região do corpo [4–6]. Anemia, leucopenia, linfopenia, trombocitopenia, presença 

de anticorpos antifosfolipídeos e anticoagulante lúpico são manifestações hematológicas 

observadas nestes pacientes [7,8]. O envolvimento renal tem importância clínica bastante 

relevante, pois está fortemente associado ao aumento de morbidade e mortalidade, atingindo 

cerca de metade dos pacientes [6]. Manifestações neuropsiquiátricas são comuns em pacientes 

com LES, porém muitas vezes são inespecíficas e podem ser secundárias à doença ou a outras 

etiologias. Incluem convulsões, psicose, neuropatias, estado confusional agudo, transtornos de 

ansiedade e de humor, dentre outros [6,80]. 

Em 2019, os critérios de classificação diagnóstica para o LES foram atualizados pela 

European Alliance of Associations for Rheumatology (EULAR) e o American College of 

Rheumatology (ACR) (Quadro 1). O paciente precisa apresentar anticorpo antinuclear (ANA) 

positivo pelo menos uma vez e somar 10 ou mais pontos para atender aos critérios de 

classificação [81]. 
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Quadro 1 – Critérios de classificação do LES, segundo EULAR/ACR 2019 

 
Fonte: quadro construído pelo próprio autor, baseado em Aringer e colaboradores, 2019 [81]. LECS: lúpus 

eritematoso cutâneo subagudo; LED: lúpus eritematoso discoide; LECA: lúpus eritematoso cutâneo agudo; C3: 

molécula do complemento C3; C4: molécula do complemento C4; anti-Sm: anticorpo contra Smith; anti-dsDNA: 

anticorpo contra DNA dupla-fita. 

 

2.2.4 Tratamento 

 

A escolha do tratamento para pacientes com LES deve levar em consideração fatores 

específicos de cada paciente e a forma como a doença se apresenta, seja pelo perfil das 

manifestações e órgãos atingidos, seja pelo nível de atividade da doença no momento avaliado 

[82]. Segundo o EULAR, o objetivo é a redução da atividade da doença ou sua remissão 

[8,83,84]. O padrão de tratamento da doença se inicia com o emprego de antimaláricos, como 

a hidroxicloroquina. Também podem ser prescritas drogas imunossupressoras, tais como 

azatioprina, ciclosporina, metotrexato e micofenolato de mofetil. Quanto ao uso de 

Domínios Clínicos Item Pontuação

Constitutivo Febre 2

Leucopenia 3

Trombocitopenia 4

Hemólise autoimune 4

Delírio 2

Psicose 3

Convulsão 5

Alopecia 2

Úlceras orais 2

LECS/LED 4

LECA 6

Efusão pericárdica ou 

pleural
5

Pericardite aguda 6

Musculoesquelético Envolvimento articular 6

Proteinúria >0,5g/24h 4

Biópsia renal classe II 

ou V de nefrite lúpica
8

Biópsia renal classe III 

ou IV de nefrite lúpica 10

Domínio Imunológico Item Pontuação

Anticorpos 

antifosfolipídeo

Antifosfolipídeo
2

C3 ou C4 baixo 3

C3 e C4 baixos 4

Anti-Sm
6

Anti-dsDNA 6

Complemento

Anticorpos positivos 

específicos do LES

Hematológico

Neuropsiquiátrico

Mucocutâneo

Seroso

Renal
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glicocorticoides, são necessários para controlar atividade da doença em fases agudas, mas se 

deve evitar a prescrição por longos períodos de tempo [8,84]. 

Além disso, tem-se avançado na pesquisa e uso de imunobiológicos, por terem como 

alvo moléculas específicas envolvidas na fisiopatogenia da doença, sendo rituximabe, 

belimumabe e anifrolumabe as que são utilizadas atualmente no tratamento de casos moderados 

a graves de LES. O rituximabe induz a depleção de linfócitos B ao se ligar à molécula CD20 

expressa nestas células. O belimumabe inibe o BAFF, inativando células B produtoras de 

autoanticorpos. E o anifrolumabe inibe o receptor de IFN do tipo I, bloqueando a sinalização 

mediada por esta citocina [84,85]. Entretanto, o mais recente avanço na área foi com os ótimos 

resultados no uso ainda experimental de célula T programada por receptor de antígeno 

quimérico (CAR-T cell) contra CD19, que depleta profundamente as células B, reduzindo 

drasticamente a produção de autoanticorpos e melhorando os sintomas relacionados ao LES 

[84,86]. 

Os pacientes também precisam ser incentivados a manter hábitos saudáveis, com 

controle de peso, atividade física e evitar o tabagismo. A atividade física reduz os riscos 

cardiovasculares nesta população e o uso de tabaco pode prejudicar o efeito de determinados 

medicamentos, tais como os antimaláricos. Tratamentos adjuvantes, como suplementação de 

vitaminas e minerais e o uso de antiagregantes plaquetários e anti-hipertensivos, também podem 

ser prescritos. É o caso da vitamina D, cuja suplementação é importante para evitar a deficiência 

e as consequências negativas desta sobre a atividade da doença [87]. 

 

 

2.3 MODELO MURINO DE LÚPUS INDUZIDO POR PRISTANO 

 

Modelos experimentais são importantes para estudos que visem compreender os 

processos fisiopatogênicos envolvidos em doenças das mais variadas naturezas. Nos estudos 

sobre LES, são especialmente importantes devido à heterogeneidade e complexidade da doença 

e o difícil acesso a órgãos e tecidos de pacientes humanos. Além de esses tecidos poderem ser 

acessados em animais menores, o uso de modelos animais é imperativo para a pesquisa de 

potenciais tratamentos [19]. 

 Os modelos murinos de LES utilizados atualmente são divididos em duas categorias 

principais: modelos em que a sintomatologia se desenvolve espontaneamente, devido a 
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modificações genéticas dadas pelo subsequente cruzamento de linhagens ou por transgenia, e 

modelos induzidos [88]. Um resumo das características dos diferentes modelos espontâneos e 

induzidos está apresentado no Quadro 2. 

 

Quadro 2 – Características observadas em diferentes modelos murinos de LES 

 
Fonte: autoria própria, baseado em Li, Titov e Morel, 2017 [89]. dsDNA: molécula de ácido desoxirribonucleico 

dupla-fita; RNA: ácido ribonucleico; GN: glomerulonefrite; IC: imunocomplexo. 

 

O pristano (2,6,10,14-tetrametilpentadecano) é um hidrocarboneto alcano isoprenoide. 

Ao ser injetado intraperitonealmente em camundongos (Mus musculus), tem como 

manifestação inicial a formação de ascite, com a presença de estruturas chamadas 

lipogranulomas e a produção de um líquido rico em autoanticorpos e moléculas pró-

inflamatórias [18,19] (Figura 3). O modelo de lúpus induzido por pristano (PIL) é caracterizado 

por ser o modelo com a maior quantidade de manifestações contidas nos critérios de 

classificação do LES, com produção de autoanticorpos antinucleares específicos e 

desenvolvimento de proteinúria, serosite, glomerulonefrite e artrite, entre outras manifestações 

[19,20]. Este modelo se desenvolve mais fortemente em camundongos fêmeas do que em 

machos [90]. Também é observado no modelo a deposição de imunocomplexos nos tecidos, 

formados por imunoglobulinas IgM e IgG [91]. 

 

 

 

 

 

 

Tipo Modelo Principais Manifestações

NZB/W F1

Esplenomegalia, anemia hemolítica, níveis elevados de anticorpos anti-

dsDNA, glomerulonefrite (GN) mediada por imunocomplexos (ICs), 

insuficiência renal

NZM GN grave, nefrite membranosa, aumento na deposição de ICs

MRL/lpr
Linfadenopatia severa, células T duplo-negativas (CD4⁻CD8⁻), altos níveis 

de anticorpos anti-dsDNA, autoanticorpos dirigidos ao RNA, GN, dermatite

BXSB/Yaa
Hiperplasia linfoide, GN mediada por ICs, monocitose, altos níveis de 

anticorpos anti-DNA e anti-RNA, esplenomegalia

Lúpus induzido por 

pristano (PIL)

Artrite, GN grave, serosite, anemia, anticorpos anti-ribonucleoproteína, anti-

DNA, anti-histona, deposição de ICs

Doença crônica do 

enxerto contra o 

hospedeiro (cGVHD)

Ativação policlonal de células B e T, GN, proteinúria, alta produção de 

autoanticorpos (anti-dsDNA, anticorpos antinucleares)

Espontâneo

Induzido
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Figura 3 – Resumo da indução e progressão do modelo de lúpus induzido por pristano em Mus musculus 

 
Figura de autoria própria produzida com os programas BioRender e Microsoft Power Point. Uma única injeção 

intraperitoneal de 500 µL de pristano ocasiona uma reação na cavidade abdominal do camundongo (Mus 

musculus), que passa a formar estruturas chamadas lipogranulomas, ricas em leucócitos produtores de moléculas 

pró-inflamatórias, como interferons. Simultaneamente, por ser uma substância oleosa, o pristano interage com a 

membrana plasmática das células do peritônio, ocasionando o seu rompimento. Assim, componentes celulares se 

tornam disponíveis nos tecidos e na circulação, servindo de autoantígenos para uma resposta imune exacerbada. 

Essas reações têm como consequência um processo autoimune semelhante ao lúpus eritematoso sistêmico (LES) 

em humanos. 

 

Os autoanticorpos antinucleares circulantes, principalmente imunoglobulinas G (IgG) 

contra DNA, cromatina, Sm e RNPs depositam-se nos tecidos, formando os imunocomplexos 

característicos do LES [18]. Consequentemente, há produção em excesso de citocinas pró-

inflamatórias, como IL-6, IL-12 e IFNs [19]. A propósito, a forte assinatura de IFN-I observada 

no modelo PIL é uma vantagem deste modelo em relação a outros modelos murinos, 

mimetizando uma característica importante da doença em humanos [18]. A expressão de IFN-

I é detectada nas primeiras semanas após a indução por pristano, enquanto os autoanticorpos 

podem ser detectados apenas três meses após a injeção [92]. 

 

2.3.1 Observações esplênicas no modelo PIL 

 

Na maioria dos modelos espontâneos de lúpus, há um aumento da presença de pDCs 

produtoras de IFN-α e responsivas a TLR7 e 9 no baço [93]. No modelo MRL-lpr, o gene Mdm2 

está altamente expresso no baço [94], sendo um regulador negativo de p53, proteína reguladora 

do ciclo celular responsável por ativar a morte programada em células defeituosas e tumorais 

[95].  

Já no baço de camundongos PIL, foi detectado aumento no número de células T com 

perfil associado ao LES e diminuição no percentual de células Treg importantes para a 
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manutenção da tolerância imunológica [96]. Análises histológicas observaram multiplicação do 

número de nodos linfáticos e a formação de imunocomplexos (IgM ou IgG) na região da polpa 

vermelha [91]. Também observam-se indícios de necrose, células inflamatórias, vacuolizadas 

e/ou pigmentadas, além de aumento e desorganização de centros germinais, folículos linfoides 

e zonas marginais no tecido esplênico desses animais [91,96,97]. Aumento das dimensões e 

volume do baço, caracterizando esplenomegalia, é a principal observação no modelo [96,98–

100]. Isto é medido através do comprimento do órgão em centímetros, sua massa em gramas 

ou a proporção da massa, em miligramas, do órgão sobre a massa total do animal, em gramas. 

 

 

2.4 MEGACARIÓCITOS 

 

Os megacariócitos (MKs) são células hematopoiéticas grandes e multilobulares, 

produzidas na medula óssea, num processo chamado megacariopoiese. Adicionalmente, podem 

ser observados em outros tecidos, como os pulmões e o baço. São originários de células 

progenitoras mieloides e sua função mais típica é a produção de plaquetas, essenciais para a 

manutenção da homeostase. A megacariopoiese pode ocorrer também no tecido esplênico, 

especialmente em situações de inflamação sistêmica (como no LES). Isso ocorre quando o baço 

identifica perturbações que afetam a homeostase do organismo, produzindo mais destas células 

a fim de prover a circulação de mais plaquetas, num contexto em que a produção pela medula 

óssea pode não estar suficiente [101]. Entretanto, diferentes estados inflamatórios podem causar 

tanto trombocitose (excesso de plaquetas na circulação, acima de 450 x 109/L) quanto/ou 

trombocitopenia (diminuição do número de plaquetas a níveis abaixo de 150 x 109/L) [102]. 

Além disso, megacariócitos participam também de funções imunes, direta ou 

indiretamente [101]. MKs apresentam TLRs [103–106] e receptores Fc-γ [107] em sua 

superfície celular, permitindo sua resposta a patógenos e outras ameaças [101]. Assim, podem 

promover resposta de células T [101,108]. Nos pulmões, acredita-se que MKs atuem como 

sentinelas, detectando processos de inflamação sistêmica e contribuindo para a defesa 

imunológica ao produzirem novas plaquetas e ao liberarem mediadores na circulação [101,109]. 

Sabe-se que, em murinos, MKs também liberam citocinas, como IL-1 [109–111], e geram 

micropartículas envolvidas na inflamação sistêmica [112,113], que podem interagir com outras 

células, como neutrófilos [101]. Complementar a isso, células progenitoras de MKs estimulam 
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resposta celular do tipo Th17 e Th1/Th17, regulando a diferenciação de células T auxiliares 

(Th). Células do tipo Th17 produzem IL-17, uma citocina envolvida em processos inflamatórios 

e autoimunes, como no LES e na artrite reumatoide (AR) [114]. Deste modo, MKs podem ter 

um impacto sistêmico, tendo participação em doenças autoimunes como o LES.  

 

2.5 VITAMINA D 

 

A vitamina D, ou 1,25-diidroxivitamina D (1,25(OH)2D), é um hormônio esteroide. 

Humanos o adquirem via exposição à luz solar, dieta ou suplementação. Apresenta-se em duas 

formas, D2 e D3. A forma D2 (ergocalciferol) é encontrada em fungos e plantas, portanto pode 

ser adquirida exclusivamente pela dieta. Já a forma D3 (colecalciferol) é sintetizada 

endogenamente pela pele a partir do 7-dehidrocolesterol, com a participação da radiação UV 

proveniente dos raios solares. Adicionalmente, pode ser adquirida exogenamente através da 

ingestão de peixes gordurosos. Também participam da sua metabolização o fígado e os rins, 

onde finalmente a vitamina D3 é convertida em sua forma ativa (calcitriol) e biodisponibilizada 

à circulação [21–24]. 

A função mais conhecida e elucidada da 1,25(OH)2D é a sua participação na homeostase 

de alguns minerais, como cálcio e fósforo. Promove, ao ativar determinados genes, a absorção 

de cálcio pelas células intestinais e reabsorção pelas células dos túbulos contorcidos distais dos 

rins. Deste modo, essa vitamina tem função essencial na reabsorção óssea e na estimulação da 

função de osteócitos e osteoblastos. Em sinergia com o paratormônio, nos rins, também atua 

em mobilizar cálcio do tecido ósseo para a circulação a fim de manter os níveis séricos 

fisiológicos desse mineral [23]. Os dois hormônios também promovem maturação de 

osteoclastos e atuam na reabsorção do fosfato nos túbulos contorcidos proximais [115]. Além 

disso, há pesquisas sobre as funções da vitamina D no sistema nervoso e no sistema 

cardiovascular [22], principalmente via ação do receptor de vitamina D (VDR), presente em 

diversos tipos celulares. 

O VDR é um receptor nuclear com função de fator de transcrição gênica. Ao se ligar ao 

VDR, a vitamina D induz que esse receptor forme heterodímeros com os receptores X retinóides 

(RXRs). Uma vez formado o heterodímero, este se liga aos VDREs (elementos responsivos à 

vitamina D) localizados no DNA, em regiões promotoras de genes ativados pela 1,25(OH)2D 
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[116]. Alguns destes genes estão envolvidos nas funções de modulação de ordem imunogênica 

que essa molécula executa. 

Destaca-se a participação da vitamina D no estímulo às atividades antimicrobianas de 

monócitos e macrófagos, pela produção de catelicidina, influenciando também a função 

linfocitária; na modulação da diferenciação de células apresentadoras de antígeno (por exemplo, 

células dendríticas), mantendo-as imaturas [117]; na supressão da expressão de TLRs, espécies 

reativas de oxigênio e citocinas pró-inflamatórias de resposta Th1 [21,24,25,117–121]; na 

inibição da formação de plasmócitos e indução da apoptose de linfócitos B ativados 

[24,122,123]; e na ativação de células T reguladoras (Treg) e natural killer (NK) [25]. 

Geldmeyer-Hilt e colaboradores também observaram um efeito modulador da vitamina D sobre 

a expressão de NF-kB em células B in vitro [24,124]. Em resumo, o efeito geral da 1,25(OH)2D 

na imunidade é a facilitação da conversão de processos pró-inflamatórios em processos 

tolerogênicos [24] (Figura 3). 

 

Figura 4 - Esquema mostrando os diferentes efeitos imunomoduladores da vitamina D 

 

Figura de autoria própria produzida com o programa Mind the Graph. A 1,25-dihidroxvitamina D (1,25(OH)2D) 

possui propriedades imunomoduladoras com potencial tolerogênico. Destacam-se a estimulação de células T 

reguladoras (Treg) e natural killer (NK) e a inibição da maturação de células dendríticas, da produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e citocinas de resposta inflamatória (Th1) e da formação e proliferação de linfócitos B 

e plasmócitos produtores de anticorpos. Seta verde: estimulação; setas vermelhas: inibição. 
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Estudos têm relacionado a deficiência de vitamina D com o desenvolvimento de doenças 

reumáticas imunomediadas, como artrite reumatoide (AR), LES, doença de Sjögren, espondilite 

anquilosante, artrite psoriática e esclerose sistêmica. A deficiência de vitamina D também está 

associada com maior atividade da doença, em especial na AR e no LES. Além disso, por 

apresentar propriedades imunomoduladoras, a suplementação com vitamina D pode beneficiar 

os pacientes, interferindo em manifestações clínicas e laboratoriais dessas doenças [25]. 

 

2.5.1 Vitamina D no contexto do LES 

 

A relação da vitamina D com o LES é amplamente pesquisada e a suplementação dessa 

molécula é uma prática comum em pacientes, visando prevenir e tratar sua deficiência, 

frequentemente ligada à baixa exposição solar devido à fotossensibilidade, e suas 

consequências. Estudos demonstram associação entre deficiência de vitamina D e aumento da 

atividade da doença (índice SLEDAI) [26–30], assim como a redução desta quando da 

suplementação com aquela [31]. No mesmo sentido, Huang e colaboradores demonstraram 

relação entre a ativação de VDR com a modulação de processos inflamatórios, como aqueles 

que envolvem a via de NF-κB, em nefrite lúpica [32]. 

Contrariamente, a expressão aumentada de VDR em linfócitos T CD4+ tem sido 

associada a uma maior atividade da doença [125]. Estudos indicam que quatro polimorfismos 

(ApaI, BsmI, TakI e FokI) do gene que codifica o receptor estão relacionados a uma maior 

suscetibilidade ao desenvolvimento de doenças autoimunes [126,127]. No contexto do LES, 

tão somente foi demonstrada associação de BsmI e FokI com maior propensão à doença, 

especialmente em populações asiáticas [128–130]. 

Nosso grupo de pesquisa também já conseguiu demonstrar efeito da vitamina D sobre  

manifestações observadas em modelo animal: diminuição da inflamação articular [131], 

associação entre expressão de VDR e IgG no hipocampo [132], modulação da autofagia [133] 

e melhor performance em testes comportamentais [134]. Embora não tenha sido observada a 

reversão da esplenomegalia, o efeito da vitamina D sobre o envolvimento esplênico no modelo 

ainda não está caracterizado na literatura.   
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3 MARCO CONCEITUAL 

 

Figura 5 – Esquema representando o marco conceitual do trabalho 

 
Figura de autoria própria produzida com os programas Mind the Graph e Microsoft Power Point. O lúpus 

eritematoso sistêmico é uma doença autoimune caracterizada pelo comprometimento de múltiplos órgãos e 

sistemas, causado por um processo inflamatório exacerbado e crônico. O baço é um tecido linfoide que pode ser 

afetado pela doença. No modelo de lúpus induzido por pristano (PIL), são observadas manifestações nesse órgão 

como alterações histopatológicas, deposição de imunocomplexos, aumento do tamanho do órgão e proliferação de 

células do sangue. Entretanto, são poucos os estudos que caracterizam o baço no modelo PIL. Além disso, terapias 

suplementares podem contribuir para aumentar a tolerância imunológica, podendo contribuir para a amenização 

dos sintomas. Uma molécula estudada para esse fim é a vitamina D, que possui propriedades imunomoduladoras. 

Contudo, é necessário melhor entendimento do efeito desta molécula no sistema imunológico e a capacidade de 

modular as alterações esplênicas descritas neste modelo experimental de LES.  



32 
 
 

 

4 JUSTIFICATIVA 

 

O lúpus eritematoso sistêmico (LES) afeta milhões de pessoas globalmente e impacta a 

qualidade de vida dos pacientes, mas sua etiologia e fisiopatogenia ainda não são 

completamente compreendidas. Como essa doença pode afetar uma variedade de órgãos e 

sistemas e se apresentar de forma heterogênea, estudos que visem compreender melhor sua 

origem e progressão são muito importantes. Para tanto, estudos clínicos apresentam limitações, 

como a dificuldade de acesso a tecidos humanos para análises moleculares e histológicas. Isso 

reforça a importância do uso de modelos experimentais, como modelos animais, para investigar 

o LES de forma mais detalhada. O modelo de lúpus induzido por pristano (PIL) é de relativo 

baixo custo e apresenta, dentre os modelos utilizados atualmente, a maior quantidade de 

manifestações observadas em pacientes humanos. Entretanto, o acometimento de órgãos 

específicos, como o baço, ainda necessita de maior caracterização, uma vez que esse órgão 

desempenha papel crucial na regulação da imunidade e na homeostase sanguínea. O baço é 

frequentemente impactado em doenças autoimunes, incluindo o LES, mas a compreensão 

detalhada do envolvimento esplênico ainda é limitada.  

Além disso, a vitamina D, reconhecida por suas propriedades imunomoduladoras, é 

amplamente utilizada como suplemento em pacientes com LES. Seu potencial efeito sobre a 

resposta imunológica inata e adaptativa no contexto do LES pode ter implicações terapêuticas 

relevantes. A investigação do papel modulador da vitamina D no acometimento esplênico em 

modelos de LES pode abrir novas perspectivas sobre intervenções terapêuticas que busquem 

não apenas controlar os sintomas, mas também influenciar os mecanismos subjacentes à 

doença. 

Desta forma, este estudo se justifica pela necessidade de caracterizar de forma mais 

precisa o acometimento esplênico no modelo PIL, proporcionando novos entendimentos sobre 

os mecanismos histológicos e imunológicos envolvidos. Esclarecer esse processo é importante 

para a melhor compreensão das manifestações sistêmicas do LES e suas repercussões 

imunológicas. Ao mesmo tempo, busca-se elucidar o papel modulador da vitamina D nesse 

contexto. Tais entendimentos podem contribuir para o desenvolvimento de abordagens 

terapêuticas mais eficazes para o tratamento do LES no futuro. 
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5 OBJETIVOS 

 

5.1 OBJETIVO PRIMÁRIO 

 

Identificar achados histológicos no tecido esplênico de camundongos com lúpus 

induzido por pristano suplementados com vitamina D. 

 

5.2 OBJETIVOS SECUNDÁRIOS 

 

a) Identificar o desenvolvimento de esplenomegalia nos camundongos PIL e o efeito da 

vitamina D sobre esta manifestação; 

b) Observar alterações histológicas no baço dos camundongos PIL e o efeito da vitamina 

D sobre estas alterações; 

c) Quantificar o número de megacariócitos no baço dos camundongos PIL; 

d) Avaliar, por imunofluorescência, a expressão de imunoglobulina M (IgM) no baço dos 

camundongos PIL; 

e) Avaliar, por imunofluorescência, a expressão de imunoglobulina G (IgG) no baço dos 

camundongos PIL; 

f) Avaliar, por imunofluorescência, a expressão de NF-κB, receptor envolvido na ativação 

de células inflamatórias, no baço dos camundongos PIL. 
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7 ARTIGO CIENTÍFICO 

 

O artigo original apresentado a seguir foi escrito sob as normas de publicação do 

periódico científico Immunologic Research (Fator de Impacto 3,3 e Qualis CAPES B1), da 

editora Springer Nature. No anexo A se encontram os checklist dos guidelines ARRIVE para 

pesquisas com animais. 
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Neste trabalho, buscamos responder questões que contribuíssem para melhor 

caracterização do acometimento esplênico no modelo de lúpus induzido por pristano, como: 

quais alterações histopatológicas estão presentes e quais moléculas inflamatórias estão 

expressas no tecido? Além disso, objetivamos compreender se a suplementação de vitamina D 

poderia apresentar algum efeito modulador sobre essas manifestações. 

Observamos que os animais que receberam a injeção com óleo de pristano 

desenvolveram, após 180 dias de experimentação, esplenomegalia, medida através do cálculo 

da proporção do peso do baço sobre o peso do animal na eutanásia. Entretanto, esse fenômeno 

se manteve nos animais que receberam suplementação de vitamina D subcutânea a cada dois 

dias. O mesmo se observou nas alterações histopatológicas observadas, quais sejam, presença 

de células espumosas vacuolizadas, desorganização das polpas e expansão da cápsula fibrosa, 

que não foram alteradas com a suplementação. 

Dentre as observações histopatológicas no tecido esplênico dos camundongos PIL, a 

que mais nos chamou atenção foi o aumento na contagem de megacariócitos, indicando que o 

baço pode estar participando de um processo de compensação de hematopoiese extramedular 

devido à inflamação sistêmica causada pela doença. Acreditamos que este achado merece 

estudos mais aprofundados no modelo, apresentando potencial para melhor compreensão dos 

processos hematológicos e imunológicos da doença. 

Por fim, não observamos alterações estatisticamente significativas na expressão das 

moléculas envolvidas na inflamação IgM, IgG e NF-κB. O significado deste resultado pode ser 

tanto que o modelo não contribui para maior produção dessas moléculas no baço 

suficientemente para se detectar um aumento na sua expressão ou que os métodos empregados 

não são os mais sensíveis, exigindo maior aprofundamento nesta problemática. 

Em resumo, o modelo PIL apresenta alterações esplênicas condizentes com o processo 

inflamatório sistêmico causado pela indução com pristano. Ademais, neste estudo não foram 

observados efeitos moduladores da vitamina D sobre as manifestações esplênicas no modelo 

PIL. Deste modo, reconhecemos que mais estudos são necessários para melhor elucidar as 

questões aqui apresentadas. 
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

A caracterização de um tecido em um modelo de doença requer múltiplas análises 

moleculares, celulares e histológicas. Deste modo, este trabalho não esgota todas as 

possibilidades de investigação do tecido esplênico no modelo de lúpus induzido por pristano 

(PIL).  

Assim sendo, temos como perspectivas futuras a análise da expressão de marcadores 

celulares, principalmente de macrófagos M1 e M2, como CD163 e CD86, respectivamente. 

Essa análise será importante para complementar os achados histológicos descritos 

anteriormente, investigando se há mudança de perfil celular com a indução do modelo e se a 

ativação destas células é alterada com a suplementação de vitamina D. Assim como as células 

dendríticas, macrófagos são muito importantes na fisiopatogenia do lúpus. 

Também temos a intenção de investigar a expressão de outras moléculas pró-

inflamatórias, como as citocinas IL-6 e TNF-α, no tecido esplênico. Isso permitirá melhor 

compreender quais vias inflamatórias são ativadas no baço em modelo PIL. 

Finalmente, será importante transpor as mesmas análises já realizadas para amostras 

retiradas em outros tempos de experimentação, como após 90 dias da indução com pristano. O 

motivo para isso é procurar compreender melhor como se dá a evolução do envolvimento 

esplênico no modelo PIL ao longo do tempo e se as mesmas observações identificadas na 

doença estabelecida já estão presentes em estágios iniciais. 
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ANEXO A – CHECKLIST (ARRIVE GUIDELINES 2.0) 

The ARRIVE guidelines 2.0: author checklist 

The ARRIVE Essential 10 

These items are the basic minimum to include in a manuscript. Without this information, readers and reviewers cannot assess the reliability of the 

findings. 

 

Item 

  

Recommendation 

Section/line 

number, or reason for not 

reporting 

Study 

design 

1 For each experiment, provide brief details of study design including: 

a. The groups being compared, including control groups. If no control group has been 

used, the rationale should be stated. 

b. The experimental unit (e.g. a single animal, litter, or cage of animals). 

Materials and 

methods/Animals (page 53) 

Sample 

size 

2 a. Specify the exact number of experimental units allocated to each group, and the total 

number in each experiment. Also indicate the total number of animals used. 

b. Explain how the sample size was decided. Provide details of any a priori sample size 

calculation, if done. 

Materials and 

methods/Animals (page 53) 

Inclusion 

and exclusion 

criteria 

3 a. Describe any criteria used for including and excluding animals (or experimental 

units) during the experiment, and data points during the analysis. Specify if these criteria were established 

a priori. If no criteria were set, state this explicitly. 

b. For each experimental group, report any animals, experimental units or data points 

not included in the analysis and explain why. If there were no exclusions, state so. 

c. For each analysis, report the exact value of n in each experimental group. 

Materials and 

methods/Animals (page 53) 

Randomisa

tion 

4 a. State whether randomisation was used to allocate experimental units to control and 

treatment groups. If done, provide the method used to generate the randomisation sequence. 

b. Describe the strategy used to minimise potential confounders such as the order of 

treatments and measurements, or animal/cage location. If confounders were not controlled, state this 

explicitly. 

N/A, project used 

samples from a prior 

randomized project. 

Blinding 5 Describe who was aware of the group allocation at the different stages of the experiment 

(during the allocation, the conduct of the experiment, the outcome assessment, and the data analysis). 

Materials and 

methods/Hematoxylin and 

eosin (H&E) staining (page 

53)  

Outcome 

measures 

6 a. Clearly define all outcome measures assessed (e.g. cell death, molecular markers, 

or behavioural changes). 

b. For hypothesis-testing studies, specify the primary outcome measure, i.e. the 

outcome measure that was used to determine the sample size. 

Materials and 

methods 

Statistical 

methods 

7 a. Provide details of the statistical methods used for each analysis, including software 

used. 

b. Describe any methods used to assess whether the data met the assumptions of the 

statistical approach, and what was done if the assumptions were not met. 

Materials and 

methods/Statistical analyses 

(page 55) 

Experiment

al animals 

8 a. Provide species-appropriate details of the animals used, including species, strain 

and substrain, sex, age or developmental stage, and, if relevant, weight. 

b. Provide further relevant information on the provenance of animals, health/immune 

status, genetic modification status, genotype, and any previous procedures. 

Materials and 

methods/Animals (page 53) 

http://arriveguidelines.org/
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Experiment

al procedures 

9 For each experimental group, including controls, describe the procedures in enough detail to 

allow others to replicate them, including: 

a. What was done, how it was done and what was used. 

b. When and how often. 

c. Where (including detail of any acclimatisation periods). 

d. Why (provide rationale for procedures). 

Materials and 

methods 

Results 1

0 

For each experiment conducted, including independent replications, report: 

a. Summary/descriptive statistics for each experimental group, with a measure of 

variability where applicable (e.g. mean and SD, or median and range). 

b. If applicable, the effect size with a confidence interval. 

Results 
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The Recommended Set 

These items complement the Essential 10 and add important context to the study. Reporting the items in both sets 

represents best practice. 

 
Item 

 
 

Recommendation 

Section/line 

number, or reason 

for not reporting 

Abstract 11 Provide an accurate summary of the research objectives, animal species, strain 

and sex, key methods, principal findings, and study conclusions. 

Page 51 

Background 12 a. Include sufficient scientific background to understand the rationale and 

context for the study, and explain the experimental approach. 

b. Explain how the animal species and model used address the scientific 
objectives and, where appropriate, the relevance to human biology. 

Pages 51-52 

Objectives 13 Clearly describe the research question, research objectives and, where 
appropriate, specific hypotheses being tested. 

Page 52 

Ethical 
statement 

14 Provide the name of the ethical review committee or equivalent that has approved 
the use of animals in this study, and any relevant licence or protocol numbers (if 
applicable). If ethical approval was not sought or granted, provide a justification. 

Page 53 

Housing and 
husbandry 

15 Provide details of housing and husbandry conditions, including any environmental 
enrichment. 

Page 53 

Animal care and 
monitoring 

16 a. Describe any interventions or steps taken in the experimental protocols to 
reduce pain, suffering and distress. 

b. Report any expected or unexpected adverse events. 

c. Describe the humane endpoints established for the study, the signs that were 
monitored and the frequency of monitoring. If the study did not have humane 
endpoints, state this. 

N/A, animal 

experimentation was held 

in a prior project, 
described in the section 

Materials and 

Methods/Animals 

Interpretation/ 
scientific 
implications 

17 a. Interpret the results, taking into account the study objectives and hypotheses, 
current theory and other relevant studies in the literature. 

b. Comment on the study limitations including potential sources of bias, 
limitations of the animal model, and imprecision associated with the results. 

Pages 58-61 

Generalisability/ 
translation 

18 Comment on whether, and how, the findings of this study are likely to generalise 
to other species or experimental conditions, including any relevance to human 
biology (where appropriate). 

Pages 58-61 

Protocol 
registration 

19 Provide a statement indicating whether a protocol (including the research 
question, key design features, and analysis plan) was prepared before the study, 
and if and where this protocol was registered. 

N/A 

Data access 20 Provide a statement describing if and where study data are available. Page 61 

Declaration of 
interests 

21 a. Declare any potential conflicts of interest, including financial and non-financial. 

If none exist, this should be stated. 

b. List all funding sources (including grant identifier) and the role of the funder(s) 
in the design, analysis and reporting of the study. 

Page 61 


