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Uveite autoimune: estudo de terapias para tratamento
Autoimmune uveitis: study of treatment therapies

Alessandra Gongalves Commodaro!, Luciana de Deus Vieira de Moraes?, Denise Vilarinho Tambourgi?,
Rubens Belfort Jr.#, Osvaldo Augusto Sant’Anna’, Luiz Vicente Rizzo®

RESUMO

A uveite autoimune experimental € uma doenga autoimune mediada
por células T, 6rgdo-especifica e caracterizada por inflamagao e
subsequente destruicao da retina neural e tecidos adjacentes. A
inflamagao na uveite autoimune experimental pode ser induzida
em roedores pela imunizagdo com antigenos retinianos, tais como
a proteina interfotorreceptora ligante de retinoide. Apresentamos
aqui uma revisdo de estudos experimentais que correlacionam as
principais fungdes imunobiolégicas com esta doenga cronica e o
possivel uso de moléculas para o tratamento da uveite autoimune.

Descritores: Uveite/imunologia; Modelos animais de doengas;
Antigenos/imunologia

ABSTRACT

Experimental autoimmune uveitis is an organ-specific T-cell mediated
autoimmune disease characterized by inflammation and consequent
destruction of the neural retina and adjacent tissues. Inflammation
in experimental autoimmune uveitis may be induced in rodents by
immunization with retinal antigens, such as interphotoreceptor
retinoid-binding protein. We present a review of experimental studies
that correlate primary immunobiological functions with this chronic
disease and the possible use of molecules for the treatment of
autoimmune uveitis.

Keywords: Uveitis/immunology; Disease models, animal; Antigens/
immunology

INTRODUGAO

O sistema imunoldgico € uma rede complexa de cé-
lulas e moléculas que estdo envolvidas nas respostas

imunoldgicas a patdgenos, manutengao de autotole-
rancia, geracdo de memoria especifica, e adaptagao.
Esta rede, essencialmente pleiotrdpica, € controlada
por locos altamente polimérficos com elevados valo-
res adaptativos, como o complexo principal de histo-
compatibilidade (MHC)®, os componentes do sistema
do complemento®, assim como genes que regulam a
expressao de regioes variaveis de imunoglobulina®,
e o receptor da célula T (TCR)®. Ademais, as prin-
cipais funcdes imunobioldgicas, como produgao de
anticorpos, reatividade inflamatdria, tolerancia, resis-
téncia a infecgOes e agdes de toxinas sdo caracteris-
ticas quantitativas submetidas a controles poligénicos
independentes®®. Assim, todos os processos evolu-
tivos estao relacionados a diversidade, garantindo a
sobrevivéncia da espécie, e duas principais peculia-
ridades genéticas desempenham um papel essencial:
polimorfismo e poligenes. A triade — diversidade, es-
pecificidade, e complexidade — representa os aspectos
bésicos e fundamentais de eventos imunobioldgicos e
garante a protecao multidirecional de uma populagao
natural geneticamente heterogénea.

Os fendmenos imunolégicos subliminares que
ocorrem naturalmente e intervém na a manutengao da
neutralizacdo e/ou equilibrio e estados ordenados de
moléculas endogenas biologicamente ativas tém de ser
frequentes. Sob as varidveis e constantes pressoes am-
bientais ao longo da vida, o organismo expressa varios
alvos moleculares que poderiam ser suscetiveis a uma
série de episodios autoimunes que, em funcao da ho-
meostasia, sao transponiveis. Entretanto, desequilibrios
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nas relacoes entre células e moléculas com expressoes
aumentadas de proteinas multifuncionais, como IL-6,
Hsp, e TNF podem desencadear processos cronicos,
cumulativos e irreversiveis de autoimunidade que so-
frem influéncia de uma combinagao de fatores genéti-
cos e ambientais?”.

UVEITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL

A uveite autoimune experimental (UAE) € uma doenga
especifica do 6rgao mediada pela célula T que afeta o
polo posterior do olho e constitui um modelo bem ca-
racterizado e valioso para o estudo de uveite humana
idiopatica. A UAE pode ser induzida em primatas e ro-
edores suscetiveis apds imunizacao com autoantigenos
retinianos, tais como a proteina interfotorreceptora li-
gado a retinoide (IRBP) ou o antigeno S (arrestina), ou
pela transferéncia passiva de células T especificas para
estes antigenos®10.

O modelo de UAE em camundongos contribuiu
para o estabelecimento de parametros de avaliacao de
possiveis terapias para uveite posterior em humanos®.
Estudos de suscetibilidade e resisténcia genética a
UAE"Y, caracterizacdo de epitopos uveitogénicos!'® e
estudos de tolerancia de UAE por desvio imunoldgico
associado a camara anterior>'¥ ou sistemas de tole-
rancia oral®™>!9 foram bem sucedidos de acordo com
esse modelo.

Deve-se destacar que o modelo experimental usado
hoje em dia, disseminado pelos paises desenvolvidos,
limita-se a uma ou duas linhagens isogénicas geneti-
camente homogéneas de camundongos, em que para
a caracteristica dada, a variancia fenotipica (VF) cor-
responde a varidncia ambiental (VE). Lembramos que
uma linhagem inbred € obtida por intensivos cruzamen-
tos entre irmaos durante geracOes sucessivas. A parti-
cao genética nunca é evidenciada e os resultados nao
permitem o estabelecimento da real relevancia biol6-
gica de fatores imunes e/ou adquiridas. A eventual cor-
relacdo entre parametros imunobioldgicos distintos e a
resisténcia ou suscetibilidade a progressao autoimune é
meramente fortuita.

Para que se possa introduzir um novo conceito de
investigacdo de uveite autoimune em camundongos e
com o objetivo de determinar a influéncia de histori-
cos e fatores genéticos (VG) que intervém nas fungoes
imunes inatas e/ou adquiridas sobre o desenvolvimen-
to da UAE e no estabelecimento da possivel associa¢ao
de perfis de isotipos anti-IRBP especificos na susceti-
bilidade a doenca, foram conduzidos estudos com li-
nhagens geneticamente modificadas de camundongos
selecionados sobre respostas altas (H) ou baixas (L) de
anticorpos e respostas inflamatérias agudas maximas

ou minimas (AIR,,, ¢ AIR, respectivamente). Es-
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tas quatro linhagens geneticamente selecionadas nao-
inbred resultaram na fixacao convergente de alelos que
afetam as respostas altas ou baixas de anticorpos ou
inflamatérias em relacdo aos compartimentos imuno-
l6gicos adquiridos e/ou inatos. Esta abordagem permi-
te o estudo da doenca em populagoes selecionadas em
funcdo de caracteristicas imunoldgicas importantes,
mas que ainda sido heterogéneas no que diz respeito
ao resto de seu genoma, assemelhando-se, assim, mais
a populacdo humana®’!®),

O desenvolvimento da UAE e a produgao dos anti-
corpos IgG1 e IgG2a anti-IRBP, dois isotipos de IgG re-
presentativos das séries Th2 e Th1 de linfécito-T helper
foram investigados nestes camundongos geneticamente
modificados, e provaram definitivamente que, diferente
das linhagens inbred, as respostas anti-IRBP nao esta-
vam correlacionadas com a suscetibilidade a UAE. Para
ambos os anticorpos antigeno-especificos IgG1 e IgG2a,
a analise da variancia corrobora a importancia de fato-
res multigénicos que regulam as respostas de adaptagao
a IRBP. Ademais, com base nos principais alelos H-2 de
histocompatibilidade das quatro linhagens de camun-
dongos e as similaridades entre os escores de UAE, es-
pecialmente entre as linhagens AIR,,, e L, nenhum
alelo especifico de MHC parece ser crucial para o de-
senvolvimento da doenca como € nas linhagens inbred.
Deve-se salientar que os camundongos L sdo H-27,
os H, sdo H-2; os AIR,,, sdo predominantemente
H-2" e em camundongos AIR, ., H-2¢ e H-2* sdo os
haplétipos prevalentes.

Portanto, o controle genético das caracteristicas
imunolodgicas durante o processo autoimune na UAE ¢é
poligénico, ja que as variancias interlineares foram sem-
pre maiores do que as intralineares e houve distribuicao
continua entre individuos”.

MIN?

NOVAS TERAPIAS NA UAE

O curso da UAE se caracteriza por vasculite e forma-
¢do de granuloma na retina neural, destruicao de cé-
lulas fotorreceptoras e cegueira®!” causada pela infil-
tracao de linfécitos e células inflamatdrias. A migracao
de linfécitos ativados para dentro do olho ¢ facilitada
pela ligacao de proteinas da superficie nestas células
com moléculas de adesao no endotélio. A imunizagao
de camundongos B10.A com IRBP induz a expressao
da molécula-1 intercelular de adesao (ICAM-1) no en-
dotélio vascular do corpo ciliar e da retina, assim como
a expressao do antigeno-1 em associacao a funcao do
linfocito (LFA-1) sobre células inflamatodrias que en-
tram no olho®). A observacio de que a inflamacao
ocular diminui significativamente ap6s a administracao
de anticorpos monoclonais (mAbs) contra ICAM-1 e
LFA-1@ atribui um papel importante a estas molécu-



las de adesao na UAE. Além disso, um estudo in vitro
confirmou que a adesao de linfécitos e a transmigracao
por monocamadas de células epiteliais pigmentadas da
retina ativadas por IFN-y (RPE) sdo inibidas por mAbs
contra o antigeno-4 bem tardio (VLA-4) e a molécula-1
de adesao celular vascular (VCAM-1) em um modelo
de uveite em ratos). A expressao de VCAM-1 em va-
sos sanguineos da retina durante o desenvolvimento da
UAE também parece estar envolvida na migracido de
linfécitos para dentro do olho?!22,

Em 2005, nosso grupo demonstrou que o tratamen-
to com um inibidor do peptideo ativo o4 (o4-api), que
tem como alvo a integrina o4 da molécula de adesao
VLA-4, apresentou um efeito de melhora significativa
sobre a UAE®). Estes resultados indicam que as o4
integrinas sao de fato essenciais para o recrutamento
de linfécitos para dentro do olho e que o bloqueio das
interacOes integrina-ligante podem ser eficazes na pre-
venc¢ao da entrada de células uveitogénicas.

Outros achados mostraram que a administracao
de um anticorpo anti-LFA-1o suprimia a UAE induzi-
da por IRBP em camundongos C57Bl/6 pelo bloqueio
da ativacao das células T uveitogénicas e o trafego de
células T autorreativas ativadas para dentro do sitio
inflamat6rio®®.

A afeccdo clinica ocular também pode ser preve-
nida pela administragao do recombinante Galectina-1
(rGal-1) seja no inicio ou em fase tardia do curso cli-
nico de UAE. A Galectina-1 é um membro de uma
familia de proteinas altamente conservadas® e é ex-
presso em locais de ativacdo de células T e privilégio
imunoldgico®2, tendo o potencial de regular respostas
inflamatérias®3. O tratamento com rGal-1 em UAE
induzida por IRBP em camundongos B10.RIII resul-
tou em uma melhora significativa da inflamagao ocular.
Nesses animais, a hipersensibilidade tardia e prolifera-
cao celular diminuiram e os niveis de citocinas-T regu-
latorias, TGF-f e IL-10, aumentaram pelo tratamento
com rGal-1; e os niveis de IFN-y diminuiram (Figura 1).
Foi observado que o fator de transcricio GATA-3, en-
volvido na transcricao génica das citocinas Th2, estava
aumentado®). Esses resultados mostram que a manipu-
lagao do sistema imunoldgico para regulacao positiva
(upregulate) de citocina Th2 e citocina T-regulatéria po-
dem prevenir inflamacao e o desenvolvimento de UAE,
assim como outros trabalhos ja haviam demonstrado®*
). Outro estudo descreveu que os anticorpos antirreti-
nianos Gal-1 estao presentes no soro de pacientes com
uveite, o que sugere que estes autoanticorpos reconhe-
cem as estruturas retinianas e desempenham um papel
na progressao da doenga ocular“.

Recentemente, varios relatos demonstraram clara-
mente que algumas moléculas, como LX211 (voclos-
porina)®), Fingolimod (FTY720)“?, anti-IL-17%9, hor-
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Figura 1. O tratamento com rGal-1 em fases iniciais ou tardias de UAE redireciona
a resposta autoimune a perfis regulatorios de citocinas Th2 e Th3 nao-patogénicas.
(A-E) Drenagem de células de linfonodos de camundongos tratados com rGal-1 ou
camundongos-controle coletados no Dia 21 e estimuladas /n vitro com 30 ug/ml
de IRBP. Apés 48 horas, os niveis de IFN-y (A), IL-5 (B), IL-10 (C), TGF-( (D) e IL-12
(E) foram determinados nos sobrenadantes de culturas por ELISA. Os resultados
sdo expressos em média pg/ml + desvio padrao.

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,0001.

Fonte: Toscano MA et al.®®

monio estimulante de alfa-melandcitos (alfa-MSH)®9,
foram eficazes na supressao de uveite autoimune.

Nesse contexto, o nosso grupo estudou a eficiéncia
da proteina do veneno da cobra Viperidae Lachesis muta
(LMVp) na supressao de UAE e os mecanismos envol-
vidos na regulagao da doenca. Inicialmente, foi descrito
que LM Vp fortemente suprimia a producao de anticor-
pos a eritrocitos de ovelhas“). Em uma série de experi-
mentos, foi possivel demonstrar in vivo o efeito supres-
sor de LM Vp administrado antes da imunizagao.

Resultados preliminares em camundongos isogé-
nicos B10.RIII demonstraram, de maneira marcante,
que o tratamento com LMVp 72 horas antes da in-
ducao de UAE abolia o desenvolvimento de uveite
nesses animais; as estruturas retinianas foram man-
tidas e houve substancial reducdo de infiltracdo de
leucécitos (Figura 2). Entretanto, o tratamento com
LMVp nao foi capaz de inibir a ativagao/prolifera-
cao especifica por IRBP das células T. Observou-se
uma diminuicdo na populacdo de células B (B220+)
nos animais tratados com LMVp e a supressdao dos
anticorpos especificos anti-IRBP, IgG1 e IgG2a. Tais
resultados sugerem que a modulagao da diferencia-
cao das células B pode inibir a doenga mediada por
Th1, revelando a importante participagao da resposta
humoral na UAE®®,
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Figura 2. LMVp suprime os sinais clinicos de UAE ativamente induzida.
Camundongos B10.RIIl foram imunizados com 100 g de IRBP no dia 0 e
tratados com 100 ug i.p. de LMVp 72 horas antes da imunizacéo. Os olhos foram
coletados para exame histopatoldgico 21 dias apés a imunizagéo. Os escores

de UAE foram determinados em uma escala de 0 a 4, segundo a extensao da
inflamacé&o e do dano aos tecidos

Fonte: Commodaro et al.!*®)

Nos resultados mencionados acima, evidenciou-se 0
impacto significativo de fatores ambientais prevalentes
durante este processo de autoimunidade. Como a hip6-
tese recentemente levantada, a histéria imunoldgica de
um individuo € singular, irreversivel e cumulativa, isto
€, o continuo agravamento de um processo autoimune
resulta na incapacidade de regeneracao tissular pelos
sistemas afetados”. Nesse contexto, o uso de inibidores
o4, rGal-1 e LMVp pode servir como uma abordagem
terapéutica alternativa no controle de doencgas oculares
autoimunes.
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