
1 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 
FACULDADE DE MEDICINA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM MEDICINA: CIÊNCIAS MÉDICAS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

EFEITO IMUNORREGULATÓRIO DA VITAMINA D NO SISTEMA 

NERVOSO CENTRAL DE CAMUNDONGOS COM LÚPUS 

INDUZIDO POR PRISTANE 

 
 

THAÍS EVELYN KARNOPP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Porto Alegre 
2023 



2 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 
FACULDADE DE MEDICINA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM MEDICINA: CIÊNCIAS MÉDICAS 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
EFEITO IMUNORREGULATÓRIO DA VITAMINA D NO SISTEMA 

NERVOSO CENTRAL DE CAMUNDONGOS COM LÚPUS 

INDUZIDO POR PRISTANE 
 

THAÍS EVELYN KARNOPP 
 
 
 

 
     Orientador: Prof. Dr. Odirlei André Monticielo 
     Coorientadora: Dra. Eduarda Correa Freitas 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Porto Alegre 
2023 

  

Tese apresentada como requisito parcial 
para obtenção de título de Doutora em 
Medicina: Ciências Médicas, da 
Universidade Federal do Rio Grande do 
Sul, Programa de Pós-Graduação em 
Medicina: Ciências Médicas. 



3 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



4 
 

  



5 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Epígrafe: 
 

“Jamais considere seus estudos como uma obrigação, mas como uma 
oportunidade invejável para aprender a conhecer a beleza libertadora do 

intelecto para seu próprio prazer pessoal e para proveito da comunidade à qual 
seu futuro trabalho pertencer” 

(Albert Einstein) 
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RESUMO 
 
Introdução: O lúpus eritematoso sistêmico (LES) é uma doença autoimune 

inflamatória crônica e multissistêmica. Entre os diversos órgãos e sistemas que 

podem ser afetados, o sistema nervoso central (SNC) se destaca, podendo ter 

manifestações neurológicase/ou psiquiátricas. Esta condição é conhecida como 

lúpus neuropsiquiátrico (NPSLE). Na sua fisiopatogenia, há disruptura da 

barreira hematoencefálica (BHE) levando ao surgimento de lesões e disfunções 

neuronais que podem se expressar como alterações cognitivas, distúrbios 

psiquiátricos, convulsões e cefaleia.Estudos demonstram que a vitamina D tem 

efeito imunomodulador e protetor em células do sistema imune e também no 

SNC, sendo capaz de atravessar a BHE devido a sua lipossolubilidade. Apesar 

de apresentar vários sintomas da doença em humanos, o modelo de lúpus 

induzido por pristane (PIL) é pouco estudado quanto aos mecanismos 

fisiopatogênicos de disfunção neuronal e suas repercussões 

neuropsiquiátricas.  

Objetivo: Avaliar os efeitos imunorregulatórios da vitamina D no cérebro de 

modelo murino de lúpus induzido por pristane. 

Metodologia: Foram utilizados 76 camundongos Balb/c fêmeas de 8-12 

semanas. O modelo foi induzido através de uma injeção intraperitoneal (i.p.) 

contendo 500μl de pristane.  Os animais foram randomizados em 3 grupos: 

controle (CO), lúpus induzido por pristane (PIL) e PIL que receberam uma 

injeção i.p contendo 2µg/kg de 1α,25 dihidroxivitamina D, em dias alternados. 

Foram realizados testes comportamentais como nado forçado, labirinto de 

Barnes [memória de curto (STM) e longo (LTM) prazo], locomoção em labirinto 

aberto e labirinto elevado, nos tempos 0, 90 e 180 dias (T0, T90, T180) após a 

indução. Cada grupo foi dividido em 2 subgrupos que foram eutanasiados em 

90 e 180 dias após a indução. Foi realizado análise de citocinas IL-6 eIFN-α1, 

no soro destes animais, pela técnica de ELISA. Foi realizada 

imunofluorescência para marcação de infiltrado de IgG e IgM, e expressão do 

receptor de vitamina D fosforilado (pVDR). Também foi realizado teste de 

sensibilidade e especificidade, curva AUC-ROC, para as imunoglobulinas. 

Resultados: Os grupos PIL e VD apresentaram um aumento de imobilidade no 

teste de nado forçado, comparado ao grupo CO, bem como redução do tempo 
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de nado, em ambos os tempos. Houve redução do número de entradas nos 

braços abertos do labirinto elevado, em animais com PIL, comparados ao 

grupo CO, tanto no T90, quanto no T180. O grupo PIL obteve um maior número 

de erros no T90, no labirinto de Barnes, em relação ao grupo VD (STM). Ainda, 

em LTM T90, o grupo PIL obteve um maior número de erros e menor número 

de acertos em relação aos grupos CO e VD. Tanto o grupo PIL, quanto o VD, 

apresentaram aumento do baço, depósito de IgG nos rins e um escore elevado 

de glomerulonefrite. Os níveis de IFN-α1 foram elevados em PIL e VD, 

comparados ao grupo CO em T90 e T180. No cérebro, o grupo PIL apresentou 

maior infiltrado de IgM e IgG, quando comparado aos grupos CO e VD em 

ambos os tempos. A expressão de pVDR permaneceu reduzida no grupo PIL, 

enquanto nos grupos CO e VD houve aumento.A curva AUC-ROC demonstrou 

100% de sensibilidade e especificidade para IgG no cérebro. 

Conclusão:Animais com PIL apresentaram sinais de depressão, ansiedade e 

déficit de memória, já a partir do terceiro mês após indução. Também 

apresentaram depósitos de imunoglobulinas no cérebro e redução da 

expressão de pVDR. A vitamina D não foi capaz de modular o comportamento 

do tipo depressivo e ansioso destes animais, mas teve ação protetora na 

memória. A vitamina D obteve um efeito imunomodulador e reduziu os 

depósitos de IgM e IgG no cérebro, além de aumentar a expressão de seu 

receptor ativo (pVDR) neste órgão. 

 

Palavras-chaves: Lúpus neuropsiquiátrico, Modelo animal, Lúpus induzido 

por pristane; vitamina D.  
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ABSTRACT 
 

 

Introduction: Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic, multisystem 

inflammatory autoimmune disease that can affect various organs and systems. 

Notably, the central nervous system (CNS) is often impacted, leading to 

neurological and psychiatric manifestations collectively known as 

neuropsychiatric lupus (NPSLE). The pathophysiology of NPSLE involves 

disruption of the blood-brain barrier (BBB), resulting in neuronal injuries and 

dysfunctions, which can manifest as cognitive changes, psychiatric disorders, 

seizures, and headaches. Vitamin D is recognized for its immunomodulatory 

and protective effects on both the immune system cells and the CNS. Its lipid 

solubility allows it to cross the BBB. Despite humans exhibiting several disease 

symptoms, the pristane-induced lupus (PIL) model is relatively understudied 

concerning the pathophysiological mechanisms of neuronal dysfunction and its 

neuropsychiatric consequences. 

Objective: The objective of this study was to assess the immunoregulatory 

effects of vitamin D in the brain of a murine pristane-induced lupus model. 

Methodology: Seventy-six female Balb/c mice aged 8-12 weeks were utilized. 

The PIL model was induced via intraperitoneal injection of pristane. The mice 

were divided into three groups: control (CO), pristane-induced lupus (PIL), and 

PIL mice receiving intraperitoneal injections of 2µg/kg of 1α,25 dihydroxyvitamin 

D on alternate days. Behavioral tests including forced swimming, Barnes maze 

(short (STM) and long (LTM) term memory], open maze locomotion, and 

elevated maze exploration were conducted at 0, 90, and 180 days (T0, T90, 

T180) post-induction. Animals were euthanized at 90 and 180 days post-

induction for further analysis. Serum cytokine levels (IL-6 and IFN-α1) were 

measured using ELISA, and immunofluorescence was employed to detect IgG 

and IgM infiltrates and phosphorylated Vitamin D receptor(pVDR) 

expression.Sensitivity and specificity tests, as well as AUC-ROC curve analysis, 

were also conducted for the immunoglobulins. 

Results: Animals in the PIL and VD groups exhibited increased immobility in 

the forced swimming test and reduced swimming time compared to the CO 

group at both time points. PIL animals showed decreased entries into the open 
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arms of the elevated maze at T90 and T180 compared to the CO group. In the 

Barnes maze, the PIL group made more errors at T90 than the VD group 

(STM). Additionally, at LTM T90, the PIL group had more errors and fewer 

correct answers compared to the CO and VD groups. Both PIL and VD groups 

displayed enlarged spleens, IgG deposition in kidneys, and high 

glomerulonephritis scores. IFN-α1 levels were elevated in PIL and VD groups 

compared to the CO group at T90 and T180. The PIL group exhibited higher 

IgM and IgG infiltration in the brain compared to the CO and VD groups at both 

time points. pVDR expression remained reduced in the PIL group, whereas it 

increased in the CO and VD groups.The AUC-ROC curve showed 100% 

sensitivity and specificity for IgG in the brain. 

Conclusion: Animals with PIL exhibited signs of depression, anxiety, and 

memory deficits, starting from the third month after induction. They also showed 

immunoglobulin deposits in the brain and reduced expression of pVDR. Vitamin 

D was not able to modulate the depressive and anxious behaviors in these 

animals but had a protective effect on memory. Vitamin D had a 

immunomodulatory effect and reduced IgM and IgG deposits in the brain, as 

well as increased expression of its active receptor (pVDR) in this organ. 

Keywords: Neuropsychiatric lupus, Animal model, Pristane-induced lupus, 

Vitamin D.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

O lúpus eritematoso sistêmico (LES) é uma doença autoimune inflamatória 

crônica com envolvimento multissistêmico. É caracterizada por uma 

perturbação da homeostase imunológica, que envolve a ativação anormal de 

células T, células B e células apresentadoras de antígenos, levando a uma 

reposta imune autorretativa com produção de autoanticorpos e deposição de 

imunocomplexos, além de inflamação nos locais afetados (1–3). A etiologia da 

doença é pouco conhecida; no entanto, sabe-se que fatores hormonais, 

ambientais, genéticos e imunológicos contribuem para seu desenvolvimento 

(4). O LES atinge principalmente mulheres, entre 20-45 anos, com pico de 

incidência em torno dos 30 anos. No Brasil, a estimativa é que existam em 

torno de 150.000 – 300.000 pessoas acometidas por esta doença (5). As 

principais manifestações clínicas incluem lesões mucocutâneas, 

hemocitopenias, artrite, nefrite, serosite e, em muitos casos, envolvimento do 

sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP) (6,7). 

As manifestações de atividade inflamatória no sistema nervoso em 

pacientes com LES, conhecidas como lúpus neuropsiquiátrico 

(Neuropsychiatric lúpus - NPSLE), estão presentes em mais de 50% dos casos. 

NPSLE pode afetar tanto o SNC quanto o SNP, sendo este acometimento a 

segunda causa de morbidade e mortalidade mais frequente em pacientes com 

LES (8). A variedade de sintomas, por vezes desconhecidos ou confundidos 

com desordens comuns, torna difícil estabelecer um diagnóstico ou tratamento 

para o NPSLE. Devido a essa complexidade, os dados de prevalência do 

NPSLE não são bem estabelecidos, variando consideravelmente nos estudos, 

de 6% a 93% (9–11).  

Embora a patogênese do NPSLE ainda não tenha sido completamente 

caracterizada, células B, autoanticorpos e citocinas são considerados os 

principais mediadores da doença. No NPSLE, citocinas presentes na periferia 

ou no SNC podem desencadear a ruptura da barreira hematoencefálica (BHE), 

permitindo a passagem de autoanticorpos para o SNC. A deposição desses 

autoanticorpos resulta em neurotoxicidade, neurodegeneração e ativação das 

células gliais. Essas células gliais, por sua vez, podem produzir citocinas em 

abundância e localmente, enriquecendo o ambiente do SNC. Isso pode levar a 
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anormalidades comportamentais, como disfunções cognitivas, psicose, 

convulsões, transtornos de humor, entre outros. Além disso, outras condições 

patológicas ou traumas também podem provocar a ruptura da BHE (12,13). 

A vitamina D é utilizada como coadjuvante no tratamento do LES e tem 

sido alvo de pesquisas para controlar as manifestações clínicas da doença. Ela 

desempenha um papel na imunomodulação tanto da resposta imune inata 

quanto da adaptativa. Estudos destacam não apenas a importância da vitamina 

D no metabolismo ósseo e de cálcio, mas também na regulação do sistema 

imunológico e em diversos tecidos, incluindo o cérebro (14–16). Além disso, a 

deficiência dessa vitamina está associada à gravidade das manifestações 

clínicas em doenças autoimunes, como o LES (15,16).  

Além de atuar na imunomodulação, a vitamina D possui receptores em 

diversos tecidos (17). Algumas áreas cerebrais expressam o receptor de 

vitamina D (Vitamin D receptor, VDR), tais como cerebelo, tálamo, hipotálamo, 

gânglios basais, hipocampo, sistema olfativo e os córtices temporais, orbitários 

e cingulados. Estudos indicam que a vitamina D tem efeito neuroprotetor além 

de estar relacionada com o desenvolvimento cerebral fetal e de proteção contra 

danos ao DNA (18–23).  

Pesquisas em humanos com manifestações de NPSLE são difíceis devido 

à grande heterogeneidade da doença e à dificuldade em acessar o SNC. Os 

modelos animais têm sido um recurso valioso para novas descobertas, tanto 

para entender os mecanismos envolvidos na fisiopatologia do LES quanto para 

desenvolver novos tratamentos (24,25). 

Sabe-se que o modelo de lúpus induzido por pristane (PIL) é o modelo 

animal que apresenta o maior número de critérios de classificação diagnóstica 

do LES. No entanto, as informações em relação as manifestações 

neuropsiquiátricas são escassas. Luciano-Jaramillo e colaboradores (26) 

descreveram uma regulação negativa na expressão do gene NR2A, 

relacionado ao acometimento cognitivo no modelo PIL, e demonstraram que o 

pristane pode ter um papel na disruptura da BHE.  Recentemente, foram 

relatados sinais de depressão e ansiedade em camundongos com PIL, 

submetidos aos testes de nado forçado, labirinto em zero e locomoção em 

campo aberto (27,28). Além disso, também foi encontrado disfunção da 

memória de curto e longo prazo em animais com PIL, por meio do teste de 
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labirinto de Barnes (26). Nosso grupo de pesquisa realizou um trabalho inicial 

com o modelo de PIL e demonstrou que os animais com PIL apresentaram 

depósito anormal de imunoglobulina G (IgG) na região do hipocampo (29). 

Apesar destes dados inicias sobre manifestações de NPSLE no modelo de PIL, 

faz-se necessário explorar as implicações neuropsiquiátricas que o modelo de 

PIL pode apresentar ao longo do curso da doença, bem como entender o papel 

potencial da vitamina D nesse contexto. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informações 

A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: PubMed, 

SciELO e Embase. Foram incluídos artigos de 1978 a 2023. Foram realizadas 

buscas através da lista de termos e suas combinações: “vitamin D”, “lupus”, 

“systemic lupus erythematosus”, “vitamin Dand lupus”, “neuropsychiatric lupus”, 

“vitamin Dand brain”, “DNA damage in lupus”, “cytokines and lupus”, “IFN-I and 

neuropsychiatric lupus”, “IFN-I and lupus”, “IL-6 and lupus”, “IL-6 and 

neuropsychiatric lupus”, “animal model for lupus”, “animal model for 

neuropsychiatric lupus”. 

 

Figura 1. Modelo esquemático da estratégia de busca de informações. *Critérios de exclusão 

dos artigos: tema não relacionado aos objetivos da pesquisa; artigos não disponíveis na 

íntegra; artigos não disponíveis em inglês e/ou português. Lúpus eritematoso sistêmico (LES). 

Registros identificados 
através de pesquisa de 

banco de dados  
(n= 27.394) 

Registros excluídos* 
(n= 157) 

Artigos de texto 
completo avaliados para 

elegibilidade (n= 229) 

Artigo de texto 
completo excluído, com 

motivos (n=24) 

Estudos incluídos na 
síntese qualitativa 

 (n= 205) 

Registros 
Selecionados 

(n= 386) 
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2.2 Lúpus eritematoso sistêmico 

O LES é uma doença inflamatória crônica, caracterizada pela produção de 

autoanticorpos, resultando em lesões em diversos órgãos e tecidos (Figura 2) 

(30). A doença possui uma evolução imprevisível, com períodos de remissão e 

recorrência, e pode afetar qualquer órgão do corpo. Suas manifestações 

clínicas são variadas, algumas semelhantes a outras doenças como artrite 

reumatoide, polimiosite e síndrome de Sjögren.  Devido à grande diversidade 

de sintomas, em 1982, o American College of rheumatology (ACR) estabeleceu 

11 critérios para diagnóstico de LES. Tais critérios foram revisados e 

reestabelecidos pelo Systemic lupus international collaborating clinics (SLICC), 

em 2012. Para a obtenção da classificação diagnóstica de LES, o paciente 

deve apresentar quatro ou mais dos critérios (sendo no mínimo 1 critério clínico 

e 1 critério laboratorial/imunológico) (6,31–33).  

 

 

Figura 2. Diferentes órgãos e sistemas afetados pelo lúpus eritematoso sistêmico. 

Elaborada pela autora. 
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Em 2019, o ACR, em colaboração com a European leagueagainst 

rheumatism (EULAR), estabeleceu novos critérios de classificação diagnóstica 

para o LES. Esses novos critérios possuem sensibilidade semelhante aos 

estabelecidos pelo SLICC, mas apresentam uma maior especificidade (93,4%, 

enquanto os critérios SLICC tinham 83,6%) (34,35). Conforme estes critérios, 

para se iniciar uma investigação de LES, é obrigatório que o paciente 

apresente exame de anticorpos antinucleares (ANA) positivo com título ≥1:80, 

pelo menos uma vez, afastando a possibilidade de falso-positivo e diagnósticos 

diferenciais. Os critérios adicionais geram uma pontuação diagnóstica, sendo 

destes 7 domínios clínicos e 3 domínios imunológicos (tabela 1). Para se obter 

a classificação diagnóstica de LES, o paciente deve obter uma pontuação igual 

ou superior a 10, além do ANA reagente, que é o critério de entrada. Além 

disso, os critérios pertencentes ao mesmo domínio não somam pontos (34). 

Pouco se sabe sobre a etiologia exata do LES. No entanto, algumas 

evidências, como a segregação familiar e os altos índices de desenvolvimento 

do LES em gêmeos idênticos, sugerem uma forte contribuição genética. Além 

disso, mais de 50 genes estão relacionados à predisposição ao LES (36). A 

influência hormonal, principalmente em mulheres, é um fator de risco 

importante. Estrogênio e prolactina exacerbam a autoimunidade e aumentam a 

produção do fator de ativação das células B, além de modular a ativação de 

linfócitos e células dendríticas (36).  

Além destes, fatores ambientais como tabagismo, exposição à sílica e ao 

pristane podem servir como gatilhos ambientais para o desenvolvimento da 

doença (37). O uso de certos medicamentos pode levar ao desenvolvimento do 

lúpus induzido por drogas, devido à desmetilação do DNA e alterações nos 

antígenos próprios (38).  

Apesar de não se conhecer a patogenia exata da doença,sabe-se que há 

uma ativação anormal do sistema inato e adaptativo, com elevada produção de 

autoanticorpos (39). Ainda, diversas citocinas estão envolvidas no 

desenvolvimento da autoimunidade no LES. Essas citocinas medeiam a lesão 

tecidual inflamatória, incluindo o interferon do tipo I (IFN-I), IFN-II, fator de 

necrose tumoral (TNF), estimulador de linfócitos B (BLys), interleucina-6 (IL-6) 

e IL-17 (40). 
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Tabela 1 - Critérios para classificação diagnóstica de LES, conforme 
European league against rheumatism – EULAR e American college of 
rheumatology - ACR 

Domínio Clínico Item Pontos 

Constitucional Febre 2 

Hematológico Leucopenia 3 

 Trombocitopenia 4 

 Hemólise autoimune 4 

Neuropsiquiátrico Delírio 2 

 Psicose 3 

 Convulsão 4 

Mucocutâneo Alopecia 2 

 Úlceras orais 2 

 
Lúpus eritematoso subagudo 
(LECSA) / lúpus eritematoso 

discóide (LED) 
4 

 
Lúpus Eritematoso Cutâneo 

Agudo (LECA) 
6 

Serosa Efusão pericárdica ou pleural 5 

 Pericardite aguda 6 

Musculoesquelético Envolvimento das articulações 6 

Renal 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 Pontos 

Anticorpos antifosfolípideos Antifosfolipídeos 2 

Complementos C3 ou C4 baixo 3 

 C3 e C4 baixo 4 

Anticorpos específicos para 
LES 

Anti-Sm 6 

 Ant-dsDNA 6 

 Fonte: ARINGER et al., 2019 (34). 
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O IFN-I desempenha um papel na patogênese da doença, e a 

superprodução de IFN-I está fortemente associada ao LES. A assinatura do 

IFN ocorre quando células mononucleares de pacientes com LES 

superexpressam genes estimulados por interferon (41). Pacientes com 

assinatura de IFN apresentam baixos níveis de complemento, aumento da 

frequência de nefrite e aumento da produção de anticorpos anti-dsDNA, anti-

Sm, anti-RNP e anti-Ro (42). 

Ao longo da sua evolução clínica, muitos pacientes com LES podem 

desenvolver complicações neurológicas quando o sistema nervoso é afetado. 

Os sintomas podem surgir repentinamente ou em períodos de remissão e 

recidiva ao longo do tempo, podendo variar na localização e extensão da lesão. 

Mudanças na visão podem ser resultados do LES ou do uso de corticosteróides 

utilizados no tratamento. Complicações cardiocirculatórias podem ser uma 

causa de morte nestes pacientes, assim como as infecções em geral. Os 

pacientes também podem apresentar anemia, fadiga, dores e inchaço nas 

articulações e febre (7). 

O conceito chave para a patogenia do LES é o desequilíbrio entre a 

produção de células apoptóticas (células com morte programada) e a 

disposição de material apoptótico. Em condições normais, os detritos 

apoptóticos são rapidamente eliminados do organismo por fagócitos (43). O 

processo de eliminação se inicia quando a célula apoptótica secreta 

quimiocinas, estimulando a migração e ativação de leucócitos em direção às 

células apoptóticas. Para evitar inflamação, a migração de neutrófilos em 

direção a essas células é inibida pela secreção de lactoferrina. Em seguida, as 

células apoptóticas secretam citocinas como o fator transformador de 

crescimento β (TGF-β) e a interleucina 10 (IL-10) para facilitar o 

reconhecimento e a fagocitose pelas células fagocíticas, por meio de 

receptores (44,45).  

No entanto, quando ocorrem falhas e alguns desses detritos, contendo 

ácidos nucleicos, permanecem, pode ocorrer estimulação de uma resposta 

imunomediada através da ativação de receptores de reconhecimento de ácidos 

nucleicos, como os receptores do tipo Toll (TLR) (43). Foi demonstrado que 

macrófagos cultivados em laboratório de pacientes com LES, apresentavam 
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capacidade reduzida e atrasada de engolfar seu próprio material apoptótico 

(46,47).  

2.3 Lúpus neuropsiquiátrico 

Lúpus neuropsiquiátrico (Neuropsychiatric lupus - NPSLE) se refere a uma 

série de sintomas neurológicos e psiquiátricos que surgem em pacientes com 

LES (48). Ainda não há uma estimativa exata da prevalência de NPSLE em 

portadores de LES; no entanto, uma meta-análise, que incluiu 10 estudos, 

relatou uma prevalência de cerca de 56% de acometimento neuropsiquiátrico 

entre os indivíduos com LES (10).  

De acordo com Hanly (49), existem dois mecanismos patogênicos 

autoimunes distintos e potencialmente inter-relacionados para o NPSLE. O 

primeiro mecanismo envolve danos aos vasos sanguíneos grandes e 

pequenos, mediados por anticorpos antifosfolipídeos, complexos imunes e 

leucoaglutinação. As consequências clínicas desse tipo de lesão vascular 

incluem eventos neuropsiquiátricos focais, como acidentes vasculares 

cerebrais, e eventos neuropsiquiátricos difusos, como disfunção cognitiva. O 

segundo mecanismo implica uma lesão inflamatória autoimune, com aumento 

da permeabilidade da BHE, formação intratecal de complexos imunes e 

produção de IFN-α e outros mediadores inflamatórios. As consequências 

clínicas desse mecanismo envolvem manifestações neuropsiquiátricas difusas, 

como cefaleia, distúrbios de humor, disfunções cognitivas, convulsões e 

doença cerebrovascular (48,49). 

Devido à diversidade de sintomas, o American college of reumathology 

(1999) (50) descreveu 19 manifestações clínicas, divididas em centrais e 

periféricas (Tabela 2), para estabelecer um quadro clinico do lúpus 

neuropsiquiátrico. No entanto, os critérios são inespecíficos para o 

estabelecimento de um diagnóstico preciso.  

O LES é capaz de produzir uma elevada quantidade de autoanticorpos. Até 

o momento, foram descritos mais de 180 tipos de autoanticorpos no soro de 

pacientes com LES, dos quais apenas 10 são testados em exames de rotina. 

Nos últimos anos tem sido demonstrado a presença de alguns autoanticorpos 

em pacientes com NPSLE. Esses autoanticorpos parecem ter uma associação 

com manifestações comuns no NPSLE. Anticorpos anti-NR2 e anti-ribossomal-
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P são alguns exemplos. O primeiro reconhece a subunidade do receptor N-

metil D-aspartato (NMDAR), sendo essencial para a plasticidade sináptica 

cerebral e memória. O segundo, anticorpos anti-ribossomal-P, reconhece 

proteínas ribossomais (51). Estudos realizados com pacientes com LES 

associaram a presença de anticorpos anti-NR2 com disfunção do 

funcionamento motor e do processamento visuoespacial, bem como com 

aperda de memória (52,53), a presença de autoanticorpos anti-ribossomal-P foi 

associada à depressão e psicose (54).  

 

Tabela 2. Síndromes neuropsiquiátricas observadas em portadores de Lúpus 

Eritematoso Sistêmico 

Sistema Nervoso Central Sistema Nervoso 
Periférico Difuso Focal 

Estado confuso agudo Meningite asséptica Síndrome de Guillain-Barre 

Transtorno de ansiedade 
Distúrbios 

convulsivos 
Transtorno autonômico 

Cefaleia (incluindo enxaqueca 

e hipertensão intracraniana 

benigna) 

Transtorno do 

movimento (coreia) 

Mononeuropatia isolada ou 

múltipla 

Disfunção cognitiva Mielopatia Polineuropatia 

Psicose 
Síndrome 

desmielinizante 
Miastenia grave 

Transtorno do humor 
Doença 

cerebrovascular 
Neuropatia craniana 

  Plexopatia 

Fonte: Adaptado de LIANG et al., 1999(50). 

O cérebro é protegido pela BHE contra os autoanticorpos circulantes. 

Entretanto, se a barreira perder sua integridade, os autoanticorpos podem ter 

acesso ao parênquima cerebral (55). Jafri e colaboradores (56) descreveram 

um modelo de lesão no NSPLE, desenvolvido em 3 etapas. Inicialmente, a 

periferia produz os anticorpos antineuronais. Logo após, ocorre uma violação 

da BHE, que pode ou não estar relacionada ao LES, seguida de danos 

neuronais mediados por autoanticorpos (56). 
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Nesse sentido, a integridade da BHE pode ser comprometida por infecções 

bacterianas, sepse, trauma, isquemia cerebral, assim como pelo estresse (57). 

Estudos realizados em roedores demonstraram que a ruptura da BHE ocorre 

de forma regional, dependendo da natureza da lesão. Essas pesquisas 

revelaram que, após a estimulação bacteriana com lipopolissacarídeos (LPS), 

ocorre um influxo de IgG apenas no hipocampo, e a administração sistêmica de 

adrenalina permite a passagem de IgG para a amígdala (58–60). 

2.4 Barreira hematoencefálica (BHE) e disfunção 

Em geral, a BHE forma uma interface entre o sangue e o cérebro, 

protegendo o cérebro de componentes sanguíneos como anticorpos, citocinas, 

células imunes, entre outros (61). Esta barreira é composta de células 

endoteliais, astrócitos, pericitos, macrófagos perivasculares e membrana. A 

BHE permite a passagem livre de algumas moléculas essenciais solúveis em 

água, enquanto outros nutrientes complexos dependem de sistemas de 

transporte altamente seletivos para entrar no cérebro (62). 

Alterações na formação celular da barreira ou uma ruptura nas suas 

junções podem causar um aumento de permeabilidade, resultando no influxo 

de moléculas pró-inflamatórias, células e autoanticorpos que perturbam a 

função do cérebro e levam a danos neuronais (figura 3) (63).  Tem sido 

demonstrado que quantidades excessivas de neurotransmissores, citocinas, 

quimiocinas e hormônios periféricos podem influenciar na permeabilidade da 

BHE (61).   

Recentemente, foi demonstrado que perturbações no líquido 

cefalorraquidiano (LCR) podem ativar gatilhos que levam ao NPSLE (64). Os 

autores sugerem que a disfunção na barreira LCR-sangue facilita a exposição 

do cérebro aos anticorpos e entrada anormal de linfócitos nos ventrículos 

cerebrais. Pelo menos 20 autoanticorpos, presentes tanto no soro quanto no 

LCR, têm sido relacionados ao NPSLE, e eles podem atravessar a barreira 

quando sua integridade está comprometida(58,65–67).Outros componentes, 

como a albumina presente no LCR, a haptoglobina, a macroglobulina β-2 e a 

macroglobulina α-2, estão aumentados em pacientes com NPSLE (68). A 

proteína S100β é secretada principalmente pelos astrócitos. Foi relatado que 
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níveis mais elevados desta proteína no soro de pacientes com NPSLE refletem 

lesão cerebral e aumento da permeabilidade da BHE (68–70). 

Além disso, uma mutação no gene TREX1 pode levar a ruptura na BHE. 

Esse gene está associado à autoinflamação mediada por IFN-α devido à 

deposição de ácido nucleico intracelular (71,72). Estudos têm demostrado um 

envolvimento severo do SNC quando o polimorfismo (rs11797) está presente 

nesse gene (73,74). Pacientes com NPSLE podem ser distinguidos de 

pacientes com LES sem o envolvimento neuropsiquiátrico através da 

identificação desse polimorfismo (75).  

 

 

Figura 3. A barreira hematoencefálica (BHE), estrutura e disfunção. A BHE impede que alguns 

componentes celulares e inflamatórios cheguem ao cérebro. Quando rompida por algum 

trauma ou infecção, autoanticorpos, citocinas inflamatórias, imunocomplexos e leucócitos 

invadem o cérebro e se inicia o processo inflamatório nesta região. Devido às injurias e 

inflamação, ocorre a morte neuronal, complicações cognitivas, disfunção de memória e 

transtornos causados no NPSLE. Fonte: Elaborada pela autora. 
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Ainda, citocinas e anticorpos podem alterar a função das células 

endoteliais, diminuindo a integridade da BHE. Por exemplo, a ativação do 

complemento, com a geração de C5a, é uma marca registrada do LES ativo. 

Foi demonstrado que o componente C5a do complemento induz a ruptura da 

BHE e ativa o NF-κB em um modelo in vitro de LES (76,77).Uma variedade de 

citocinas tem sido identificada como mediadores inflamatórios, incluindo TNF-α, 

IL-1, IL-6, IFN-γeIFN -α. Essas citocinas desempenham um papel patogênico e 

podem levar à disfunção da BHE(48,76,78,79).  

Recentemente, Zeng e colaboradores (80) evidenciaram que o IFN-α tem 

participação direta na patogênese do NPSLE, resultando em distúrbios do SNC 

e na fisiologia do cérebro (80). O IFN-α parece causar danos ao ativar a 

micróglia no LCR (81,82). Através desta ativação, as células microgliais 

internalizam componentes das células neuronais. A degradação destes 

componentes causa danos a estas células, podendo levar à apoptose (82). 

Além disso, o IFN-α pode prejudicar a função cerebral, alterando os níveis de 

neurotransmissores, gerando metabólitos tóxicos, e mediando o danopela 

liberação secundária de citocinas e quimiocinas, como IL-6 e IL-10 (83). 

A IL-6 também desempenha um papel importante no NPSLE; seus níveis 

no LCR estão aumentados em pacientes com NPSLE e associam-se com 

atividade da doença (84–86). Esta citocina pode penetrar na BHE ou ser 

produzida por via intratecal. Asano e colaboradores (87) descreveram a 

regulação positiva do mRNA da IL-6 no hipocampo e no córtex cerebral de 

pacientes com NPSLE (87). Além disso, a produção neuronal de IL-6 pode ser 

induzida pela ativação prolongada do receptor metil-D-aspartato (NMDAR), que 

pode resultar de autoanticorpos ou de níveis aumentados de ácido quinolínico 

(88,89). Alguns estudos com modelos murinos utilizam LPS bacterianos para 

acelerar a disfunção da BHE. O LPS causa neurotoxicidade progressiva 

através da via do TLR-4, mimetizando os efeitos da inflamação através da 

liberação de TNF-α, IL-6, óxido nítrico e prostaglandina 2 (PGE2) (26,90,91). 

Os autoanticorpos também podem levar à disfunção da BHE. O receptor 

anti-NMDA e anti-ribosomal-P são anticorpos neuropáticos circulantes e não 

são capazes de cruzar a BHE; no entanto, eles têm sido identificados como 

efetores no NPSLE (92,93). Wang e colaboradores demonstraram que os 
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anticorpos anti-NR2 podem danificar a BHE e penetrar no cérebro (94). 

Portanto, é possível inferir que o efeito de um anticorpo antineuronal potencial 

depende da localização da violação da BHE, o que, por sua vez, está 

relacionado à injúria provocada, alterando assim a variedade de manifestações 

observadas no NPSLE (13). 

Células do sistema imunológico são capazes de atravessar a BHE quando 

esta está comprometida. Infiltrados celulares têm sido encontrados tanto em 

modelos animais quanto em pacientes com NPSLE. No modelo animal MRL/lpr 

há um infiltrado de células T, especialmente no estroma do plexo coroide (64). 

No entanto, as células B desempenham um papel importante na apresentação 

de antígenos às células T, facilitando sua ativação. Além disso, as células B 

secretam várias citocinas, como TNF e IL-6, contribuindo para a inflamação 

local e a infiltração mediada de leucócitos (95,96). 

2.5 Citocinas 

Apesar de não se saber exatamente a patogênese do LES, sabe-se que a 

hiperativação do sistema imune pode levar à superprodução de autoanticorpos, 

deposição de imunocomplexos, liberação de citocinas inflamatórias e, 

eventualmente, início da doença. As citocinas são moléculas solúveis geradas 

principalmente por células imunológicas e desempenham papel crucial na 

diferenciação, maturação e ativação dessas células. Essas citocinas podem 

exercer efeitos pró-inflamatórios e/ou anti-inflamatórios, dependendo de 

microambientes locais específicos. Elas atuam como mediadores críticos que 

unem os sistemas imunológicos inato e adaptativo, constituindo uma rede de 

resposta imune complexa. Anormalidades de várias citocinas podem refletir o 

desequilíbrio entre diferentes subconjuntos de células imunes, como células T 

auxiliares (Th1, Th2, Th17) e células T reguladoras (Treg), contribuindo para a 

patogênese do LES (97–99). Dentre as diversas citocinas, a interleucina 6 (IL-

6) e o interferon do tipo I (IFN I) se destacam na patogênese do LES. 

 

2.5.1 Interleucina 6 (IL-6) 

A IL-6 é uma citocina pleiotrópica que pode atuar na regulação imune, 

hematopoiese, inflamação e oncogênese. É produzida principalmente por 
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monócitos, fibroblastos e células endoteliais, mas também pode ser secretada 

por queratinócitos, células mesangiais, linfócitos T e B (98,100). A função 

principal da IL-6 é estimular os estágios finais da maturação das células B, 

levando à sua diferenciação em células plasmáticas secretoras de 

imunoglobulina (Ig). A IL-6 pode induzir o crescimento de células T, a 

diferenciação de células T citotóxicas por meio do aumento da expressão do 

receptor de IL-2 e da produção de IL-2, além de induzir a produção de 

anticorpos de forma indireta (100,101).  

A IL-6 desempenha um papel fundamental na patogênese do LES, além 

de mediar danos a diversos órgãos, essa citocina promove a proliferação de 

células B autorreativas, acelerando assim, a produção de autoanticorpos 

(98,102).A superprodução de IL-6 no LES está relacionada a diversas fontes e 

mecanismos. Linfócitos B e T autorreativos são capazes de produzir esta 

citocina em grande quantidade (102,103). Ainda, a produção excessiva de anti-

dsDNA pode regular positivamente a expressão de IL-6 em células endoteliais 

e estimular a liberação desta citocina em células mononucleares em repouso, 

de forma parácrina (104). 

Diversos estudos, tanto em animais (105–107), quanto em humanos 

(103,108), têm associado níveis anormais de IL-6 com manifestações no LES. 

Em pacientes com LES com manifestações neuropsiquiátricas, foram 

encontrados níveis elevados de IL-6 no LCR. Pacientes com estado 

confusional agudo obtiveram maiores níveis de IL-6 no LCR em comparação 

com pacientes que tinham outros sintomas difusos (transtorno de ansiedade, 

disfunção cognitiva, transtorno de humor e psicose) ou focais do NPSLE (109–

111). Esses dados indicam que a IL-6 pode ser considerada um potencial 

marcador de gravidade do NPSLE no LCR. 

2.5.2 Interferon do tipo I (IFN I) 

Os interferons são mediadores imunes geralmente classificados em três 

famílias (tipo I, tipo II e tipo III), que diferem em suas propriedades 

imunomoduladoras, sua homologia estrutural e as células das quais eles são 

secretados(112). A família do IFN I compreende os interferons alfa, beta, 

ômega (IFN-α, β, ω) e outros subtipos menos comuns (IFN-δ, ε, τ, ζ, κ). Já as 

famílias do IFN II e IFN III compreendem o IFN-gama (IFN-γ) e o IFN-lambda 
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(IFN-λ), respectivamente (113). O IFN I tem um papel central em respostas 

imunes antivirais e na patogênese de diversas doenças autoimunes, como o 

LES (114,115).  

Os IFNs tipo I podem ser produzidos por diversas células, incluindo 

macrófagos, fibroblastos e células dendríticas (DC). O IFN-α é produzido 

principalmente pelas células dendríticas plasmocitoides (pDC). Tais células são 

capazes de produzir cerca de 109 moléculas de IFN-α em 12h (116). A 

produção de IFN I é desencadeada principalmente pela ativação de receptores 

de reconhecimento de padrão de ligação ao ácido nucleico, incluindo os TLR 3 

4, 7 e 9 (117). Em condições normais, essas vias de detecção de ácidos 

nucleicos estão sujeitas a regulação estrita e são necessárias para formar uma 

resposta antiviral apropriada, mas muitos pacientes com LES demonstram 

hiperatividade crônica nessas vias (118).  

Em pacientes com LES, 50-75% têm produção elevada de IFN I, dando 

origem a um aumento da assinatura de IFN (119). Há evidências de que níveis 

séricos elevados de IFN, em pacientes com LES, estejam correlacionados com 

a atividade da doença. Alguns estudos demonstram que pacientes com 

hepatite viral que receberam tratamento com IFN-α desenvolveram 

autoanticorpos encontrados no LES (120,121).  

Dentro do SNC, o IFN I tem função em vários processos, incluindo na 

prevenção da invasão viral. Confere neuroproteção ao impedir a entrada de 

vírus no SNC através da regulação, mediada pelo receptor de IFN-α/β (IFNAR), 

da permeabilidade da BHE (122,123). Quando ocorrem infecções no SNC, há 

produção local de IFN I. Essas citocinas estão envolvidas na defesa de 

primeira linha contra infecções na periferia e no SNC (124). Além de suas 

propriedades antivirais, o eixo IFN/IFNAR tipo I parece desempenhar um papel 

fundamental na homeostase do SNC e na função cerebral normal (125–127).   

No entanto, Mastorakos e colaboradores (128) sugerem que a indução 

da sinalização de IFN I no SNC dificulta o processo de reparo vascular após 

lesão cerebral traumática ou lesão cerebrovascular, que está associada à 

ruptura da BHE e à falha na restauração da função motora e cognitiva (128). 

Além disso, foi descoberto que a superexpressão de IFN-β no SNC de 

camundongos selvagens transforma a assinatura transcricional microglial para 
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induzir um processo semelhante ao envelhecimento, prejudicando assim o 

desempenho cognitivo (129). 

Shiozawa e colaboradores (130) foram os primeiros a demonstrar que o 

IFN I tem um papel importante no NPSLE. Os autores encontraram níveis de 

IFN-α mais elevados no LCR de pacientes com NPSLE do que em pacientes 

com LES, sem manifestações neuropsiquiátricas (130). Um estudo com 

animais NZB/NZW F1, tratados com IFN-α, demonstrou que os animais 

apresentaram uma série de transtornos neuropsiquiátricos, tais como 

ansiedade, depressão e déficit cognitivo e social. Com estes achados, os 

autores afirmam que o IFN-α tem um papel crítico no NPSLE (131). Em modelo 

murino transgênico, a superexpressão seletiva de IFN-α no SNC demonstrou 

que a produção local de IFN-α induz muitas características semelhantes ao 

NPSLE. Os camundongos que expressaram níveis extremamente elevados de 

IFN-α no SNC desenvolveram convulsões e distúrbios comportamentais graves 

com alta mortalidade. Enquanto camundongos com menor expressão de IFN-α 

apresentaram dificuldades de aprendizagem mais sutis (132). Esses achados 

sugerem que diferentes manifestações clínicas podem ser observadas 

dependendo da concentração de IFN-α intratecal. 

2.6 Vitamina D 

A vitamina D pode ser encontrada em diversas formas, sendo a vitamina 

D3 ou colecalciferol e a vitamina D2 ou ergocalciferol, os principais tipos 

encontrados. A primeira é formada na pele através da exposição à luz solar ou 

à luz ultravioleta (figura 3), além de fontes nutritivas como peixes gordurosos. A 

segunda é obtida através de alimentos de origem vegetal. Algumas limitações 

são encontradas para a síntese desta vitamina, como, por exemplo, a idade, a 

pigmentação da pele, o uso de protetor solar e roupas (133). 

Sabe-se que a vitamina D é importante no processo de absorção de cálcio 

dependente de vitamina. Sua forma ativa 1,25 dihidroxivitamina D [1,25(OH)2D] 

tem por principal efeito aumentar a absorção de cálcio a partir do intestino. Este 

processo auxilia no aumento da mineralização osteoide, estimula a função dos 

osteoblastos e osteoclastos e suprime a secreção do hormônio da paratireoide 

(15,133).  
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Algumas funções não clássicas da vitamina D têm sido descritas, como 

efeitos sobre a proliferação e diferenciação celular, além de ações 

imunorregulatórias, resultando na capacidade de manter a tolerância e 

promover a imunidade protetora. Tanto as células apresentadoras de antígenos 

(macrófagos e células dendríticas) quanto as células T e B possuem a 

maquinaria necessária para sintetizar e responder a 1,25(OH)2D (134).  

No sistema imune, a vitamina D atua inibindo a proliferação e bloqueando a 

diferenciação de células B, bem como a secreção de imunoglobulinas 

(135,136). Também suprime a proliferação de células T e auxilia na inibição da 

produção de citocinas inflamatórias, como as IL-1, IL-6, IL-17 e IL-21 e TNF-α, 

aumentando a produção de citocinas anti-inflamatórias, como a IL-10 

(15,137,138). A vitamina D diminui a atividade de apresentação de antígenos, 

auxiliando na inibição da diferenciação e maturação de células dendríticas 

(DC). Quando maduras, as DCs apresentam o antígeno a células T, facilitando 

uma resposta imune contra esse antígeno. Quando imaturas, a apresentação 

do antígeno facilita a auto-tolerância (15). Além de induzir a ativação de células 

Treg e células natural killer (NK), ela aumenta a apoptose induzidas por células 

dendríticas e linfócitos T(figura 4) (139). Assim a vitamina D desempenha um 

papel importante na regulação da auto-tolerância. 

Vários estudos relacionam a deficiência de vitamina D com a fisiopatogenia 

de doenças autoimunes, tais como esclerose múltipla, artrite reumatoide, 

diabete mellitus e LES (140–142). Um estudo realizado com 161 pacientes com 

doença do tecido conjuntivo não diferenciada demonstrou que, após dois anos 

de acompanhamento, os pacientes que evoluíram para doença definida tinham 

uma deficiência de vitamina D maior do que aqueles que permaneceram sem 

definição do quadro (143,144). 

Em pacientes com LES em alta atividade, foram relatados baixos níveis de 

vitamina D. Nos pacientes com baixa atividade da doença, os níveis da 

vitamina mostraram-se mais elevados (145,146). Além da gravidade da 

doença, os níveis da vitamina D parecem ter associação inversamente 

proporcional a algumas comorbidades, como doenças cardiovasculares, 

necrose avascular, distúrbios do sono e fadiga (147–151).  Os baixos níveis de 

vitamina D no sistema também podem estar associados ao aumento de 

estresse oxidativo, o que leva a lesões e quebras em proteínas e no DNA, 
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sugerindo que a vitamina possa ter um efeito protetor contra tais danos (152). 

Em modelos animais de LES, a suplementação de vitamina D melhora a 

longevidade, reduz a proteinúria, diminui a artrite e previne lesões 

dermatológicas (143,153).  

 

Figura 4. Metabolismo da vitamina D, ativação e efeitos imunomodulatórios. A vitamina D 

(colecalciferol) pode ser obtida a partir da ingestão alimentar ou por síntese na pele do 7-

desidroxicolesterol em resposta à luz ultravioleta (UV) também emitidos pelos raios solares. No 

fígado, ocorre a hidroxilação por 25-hidroxilase, formando a 25-hidroxivitamina D (25(OH)D3). 

Nos rins, a 1α-hidroxilase atua na hidroxilação da 25(OH)D3 para a forma biologicamente mais 

ativa da vitamina D, a 1,25-di-hidroxivitamina D3 (1,25(OH)2D3). Tanto o 1,25(OH)2D3 quanto o 
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25(OH)D3 são imunomoduladores por ligação a um receptor de vitamina D (VDR) presente no 

núcleo de quase todas as células imunológicas. Seus efeitos imunomoduladores incluem a 

inibição da diferenciação de monócitos em células dendríticas, a proliferação de células B, a 

diferenciação de células plasmáticas e produção de anticorpos. A vitamina também induz a 

ativação de células natural killer (NK). Fonte: Elaborada pela autora. 

A vitamina D pode ser produzida localmente no cérebro, e seus metabólitos 

são capazes de atravessar a BHE. Esta vitamina desempenha um papel 

importante na promoção da sobrevivência dos neurônios. Ainda, pode suprimir 

as vias oxidativas no cérebro, reduzindo a formação de radicais livres de 

oxigênio (154). Em um estudo prévio, demonstramos que a suplementação 

com vitamina D pode reduzir o depósito de IgG no cérebro de camundongos 

com lúpus induzido por pristane (Figura 5) (29).  

Sua ação é exercida nas células-alvo por meio de receptores nucleares 

(155). A 1,25(OH)2D3 se liga ao VDR nuclear, ativando-o para desencadear 

uma resposta celular. Este receptor ativado forma um complexo com o receptor 

do ácido retinoico X (RXR), que então se desloca para o núcleo da célula. O 

complexo VDR-RXR se liga a sequências específicas de DNA chamadas 

elementos de resposta à vitamina D (VDREs) presentes nas regiões 

regulatórias dos genes. Esta ligação ao DNA resulta na ativação ou supressão 

da transcrição gênica, influenciando a produção de proteínas e, assim, 

afetando os processos celulares e biológicos (156,157). 

A fosforilação de proteínas pode exercer um mecanismo regulatório de 

diversos processos celulares e vias metabólicas, e essa modificação também 

pode controlar a atividade de certas proteínas receptoras (158). O VDR é 

fosforilado em resíduos de serina por várias cinases diferentes. A Ser208 é o 

principal local fosforilado pela caseína quinase II após a adição de 

1,25(OH)2D3 (158). A fosforilação da Ser208 do VDR humano aumenta a 

atividade transcricional do heterodímero VDR-RXR, possivelmente aumentando 

as interações com coativadores (158–160). 

No cérebro humano e em murinos, também são expressas proteínas VDR, 

em diversas regiões como no cerebelo, tálamo, hipotálamo, gânglios basais, 

hipocampo, sistema olfativo e os córtices temporais, orbitais e cingulados 

(19,20,161).A presença do VDR no hipocampo, córtex e sistemas límbicos, 

tanto de humanos, como de roedores, demonstra um papel funcional da 

vitamina D na regulação da aprendizagem e memória, bem como funções 
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cognitivas (162,163). A vitamina D pode também desempenhar um papel no 

sistema somatossensorial, visto que seu receptor está presente nos sistemas 

olfativo, visual e auditivo (155,164). 

 

 

Figura 5. Vitamina D e a barreira hematoencefálica (BHE). No NPSLE, a ruptura da BHE 

proporciona a passagem de células do sistema imunológico e de moléculas para o cérebro. A 

vitamina D é capaz de reduzir os radicais livres no ambiente cerebral proporcionando 

sobrevivência neuronal, também é capaz de reduzir os depósitos de IgG e garantir a 

sinalização apoptótica pelas células do sistema imunológico. Figura produzida pela autora. 

2.7 Modelo animal de lúpus neuropsiquiátrico 

Devido a frequentes complicações no SNC, como a disfunção 

comportamental e cognitiva, associados ao LES e à dificuldade em 

compreender plenamente a extensão dessas manifestações, associado ao fato 

de que o mecanismo disfuncional do NPSLE permanece em grande parte 

pouco definido, torna-se indispensável a busca por modelos que representem 

de forma mais precisa as características clínicas do LES e NPSLE. Isso é 

fundamental para realizar estudos aprofundados sobre essas condições 

(24,25).  
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A maioria dos modelos animais para lúpus produz autoanticorpos, 

complexos imunes e desenvolve glomerulonefrite. Os modelos variam entre os 

animais que desenvolvem a doença espontaneamente, como os modelos 

NZB/F1; os animais que são geneticamente modificados para desenvolver a 

doença, como os modelos MRL/lpr; e os modelos animais induzidos, como por 

exemplo o lúpus induzido por pristane (Balb/c e C57) (165,166). 

O modelo NZB/F1 é o modelo mais antigo de lúpus. Apresenta diversas 

manifestações semelhante a doença, incluindo esplenomegalia, elevação 

sérica de autoanticorpos anti-dsDNA, produção de citocinas IL-6, TNF-α, IFN-γ 

e nefrite mediada por complexos imunes. Também apresenta manifestações 

neuropsiquiátricas, como déficits de aprendizagem e memória (167).  

O modelo MRL/lpr, por outro lado, é derivado de uma mutação espontânea 

no gene autossômico recessivo lpr. Essa mutação é responsável por alterações 

na transcrição no receptor Fas, levando a linfadenopatia, aumento significativo 

de células T, altos títulos de autoanticorpos e à falta de apoptose nos linfócitos. 

Esse modelo desenvolve uma doença que se assemelha ao lúpus de forma 

rápida e agressiva, caracterizada por danos imunomediados nos rins, pele, 

coração, pulmões, articulações e cérebro (167). 

Algumas pesquisas conduzidas com camundongos da linhagem MRL/lpr 

revelaram uma propensão desses animais a manifestarem sintomas 

neuropsiquiátricos, incluindo disfunções cognitivas e ansiedade. Para confirmar 

a condição patológica, são necessários diversos testes, como avaliações de 

ansiedade, comportamento depressivo, comportamentos semelhantes aos da 

doença, além de testes de cognição e habilidades motoras. Além das 

avaliações realizadas com os animais, é possível conduzir exames post-

mortem, tais como análises de marcadores de IgG, dosagem de albumina, 

medição de citocinas inflamatórias e estudo dos infiltrados celulares no cérebro 

(168–170). 

O modelo de lúpus induzido por pristane (PIL) é capaz de produzir uma 

ampla variedade de autoanticorpos específicos associados ao LES. Animais 

com PIL desenvolvem, além da elevada produção de autoanticorpos, diversas 

manifestações semelhantes ao LES em humanos, tais como glomerulonefrite, 

aumento da expressão de IFN I, serosite e artrite (171). 
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2.8 Lúpus induzido por pristane (PIL) 

O PIL é um modelo LES reproduzido em camundongos Balb/c ou 

C57BL/6J, conhecido por ser o modelo mais semelhante do LES em humanos 

quando comparado aos modelos espontâneos e geneticamente modificados 

(172). A doença é induzida por meio de uma injeção intraperitoneal de 500 µL 

de pristane, um alcano isoprenóide, que provoca uma resposta imune, 

resultando em uma inflamação local (lipogranulomas) no peritônio (figura 6) 

(172). Este modelo é caracterizado pela produção de autoanticorpos 

específicos do LES, proteinúria, serosite, glomerulonefrite, aumento da 

expressão de TNFα e artrite (171,173,174). 

 

Figura 6. Lipogranulomas no peritônio de camundongos Balb/c. Após a injeção intraperitoneal 

com pristane, ocorre o desenvolvimento de uma inflamação local, caracterizada por 

lipogranulomas. Adaptada de Karnopp et al (167). 

 

A produção de citocinas inflamatórias desempenha um papel importante no 

PIL. O estímulo para a formação de autoanticorpos é feito pelas citocinas IL-6, 

IL-12, IFN I, IFN-γ neste modelo (175,176).Estas citocinas promovem a 

produção de autoanticorpos, como anti-dsDNA, anti-ssDNA, anti-ribossomal P, 

anti-Sm e anti-Su (173,177–180). 

Ainda, o modelo PIL expressa grandes quantidades de IFN I e IFN-γ, além 

de uma forte assinatura de IFN, característica da doença em seres humanos 

(174,181,182). Enquanto o IFN I é detectável em apenas duas semanas após a 

indução do pristane, os autoanticorpos aparecem apenas após três meses da 

indução da doença (183).  
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Sabe-se que citocinas pró-inflamatórias, como a IL-6 e IL-1, podem induzir 

o comprometimento experimental da aprendizagem cognitiva, emocional e 

espacial. Camundongos com PIL têm uma expressão elevada de IL-6 no soro 

(174,182). O modelo também apresenta hipergamaglobulinemia e produção de 

anticorpos antinucleares (ANA), semelhante ao LES em humanos (184). 

Em relação ao NPSLE, Jeltsch-David e Muller (170), apontaram que não há 

descrições de manifestações neuropsiquiátricas em animais com lúpus 

induzido. No entanto, um estudo mostrou que camundongos Balb/c com PIL 

tenderam a diminuir sua atividade de locomoção espontânea (185), semelhante 

ao que ocorre no modeloMRL/lpr.Essa diminuição na atividade de locomoção 

poderia estar associada à depressão, como no modelo MRL/lpr e em pacientes 

com LES (169).  

Recentemente, foi descrita uma baixa regulação, no hipocampo, das 

subunidades NR2A do gene NMDA, relacionadas ao comprometimento 

cognitivo no modelo PIL. Os autores demonstram que o pristane pode ter um 

papel potencial em perturbar aBHE, produzindo anticorpos anti-Sm. Eles 

também encontraram distúrbios de aprendizagem e memória, associados à 

baixa regulação da NR2A (26). 

Ainda, Yun e colaboradores (27,28) encontraram distúrbios olfatórios, 

comportamento do tipo ansioso e depressivo, aumento de citocinas IL-1β, IL-6, 

TNF-α e IL-10 no cérebro de camundongos com PIL, além de depósitos de 

lipofuscina e IgG no cérebro destes animais.Este último achado corrobora os 

resultados prévios de nosso grupo de pesquisa (29).  

2.9 Testes comportamentais 

2.9.1 Nado Forçado 

A depressão é frequentemente vista como uma falta de capacidade de lidar 

com o estresse. O teste de nado forçado envolve a exposição dos animais ao 

estresse e avalia o comportamento do animal a esse estímulo (186). 

O teste consiste em alocar o animal em um pequeno recipiente com água 

em temperatura ambiente, em nível adequado para que o animal não encoste a 

cauda ou as patas no fundo do recipiente (170). Ao ser colocado no recipiente, 

o animal tentará escapar, nadando ou escalando as paredes do recipiente. 
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Eventualmente, este permanecerá imóvel (ou seja, flutuará sem qualquer 

movimento, exceto os necessários para manter o nariz acima da água ou se 

reequilibrar) (187–189). Esta imobilidade tem sido interpretada como refletindo 

um estado de “desespero comportamental” ou desamparo, que ocorre quando 

o animal aprende que escapar é impossível, caracterizando um comportamento 

do tipo depressivo (190,191). 

2.9.2 Locomoção em campo aberto 

A locomoção em campo aberto consiste em alocar o animal em uma arena 

com paredes transparentes. Esta arena é monitorada por sensores que 

rastreiam as atividades locomotoras do animal. Os sintomas de comportamento 

depressivo incluem fadiga e apatia, que podem ser avaliadas como diminuição 

da atividade voluntária e da exploração em um ambiente novo e fechado. Além 

disso, a locomoção em campo aberto também pode refletir um comportamento 

semelhante à ansiedade, medido pela quantidade de tempo que o animal evita 

a área central da arena e permanece próximo à parede (170). 

2.9.3 Labirinto elevado 

O teste do labirinto elevado é utilizado para medir o comportamento 

semelhante à ansiedade em roedores e pode fornecer informações sobre 

condições marcadas por comportamento ansioso. Também pode ser 

empregado como componente na triagem de novos compostos quanto a 

propriedades ansiolíticas. Este modelo baseia-se na aversão a espaços 

abertos, sendo que quanto menor o tempo que o animal permanecer nos 

braços abertos, mais ansioso ele estará (169,192,193).  

2.9.4 Labirinto de Barnes 

O labirinto de Barnes é um teste usado para memória espacial. Ele avalia a 

capacidade do animal em aprender e memorizar o comando ensinado. Este 

teste representa uma alternativa bem estabelecida ao mais popular labirinto 

aquático de Morris e oferece a vantagem de estar livre da influência 

potencialmente confusa do comportamento de natação (194).  
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A configuração típica do labirinto de Barnes consiste em uma plataforma 

circular elevada com diversos buracos espaçados uniformemente ao redor do 

perímetro. Uma caixa de fuga é montada embaixo de um buraco (buraco alvo). 

Cada vez que o animal colocar a cabeça a modo de explorar um dos buracos 

que não contém a caixa de fuga, um erro é contabilizado. O objetivo do animal 

é encontrar o buraco alvo e entrar nele com um menor número de erros 

possível e maior rapidez (194). 
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3. MARCO CONCEITUAL 

A geração de autoanticorpos contra constituintes celulares do próprio 

hospedeiro leva à inflamação crônica. Esta inflamação acomete diversos 

órgãos do corpo, levando ao LES. Quando a inflamação atinge o SNC, 

havendo quebra na BHE, há infiltração de células do sistema imune, como 

linfócitos T e B, citocinas e autoanticorpos também são penetráveis. Esta 

sequência de eventos pode levar ao comprometimento das funções do SNC.  

Diversos sintomas podem ser apresentados, como disfunções cognitivas, 

convulsões, distúrbios de humor, depressão e outros. Esses eventos são 

propícios para o desenvolvimento do lúpus neuropsiquiátrico. Estudos em 

pacientes são raros devido à dificuldade em acessar o SNC. Modelos 

experimentais de LES são uma alternativa para se estudar as implicações 

clínicas, laboratoriais e comportamentais do NPSLE.  

A vitamina D possui diversas funções fisiológicas, principalmente no 

metabolismo ósseo e do cálcio, no entanto recentemente descobriu-se efeito 

no metabolismo do sistema endócrino e na imunomodulação. Ainda, a 

vitamina D é capaz de proporcionar proteção ao sistema neuronal. No 

entanto são escassos estudos descrevendo tais efeitos relacionados ao 

NPSLE (Figura 7). 
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Figura 7. Marco conceitual do lúpus neuropsiquiátrico.  
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4. JUSTIFICATIVA 

O uso da suplementação de vitamina D em pacientes com doenças 

autoimunes é uma recomendação comum. Entretanto ainda são escassos os 

estudos que observam as alterações clínicas e laboratoriais no SNC causados 

pelo NPSLE, bem como quais os mecanismos de imunomodulação da vitamina 

D neste sistema. Visando uma melhor compreensão do NPSLE e dos efeitos 

da suplementação com vitamina D no SNC, os modelos animais são uma 

excelente fonte de conhecimento. Existem diversos modelos de NPSLE bem 

estabelecidos na literatura, porém esses modelos são espontâneos e 

mimetizam poucos sintomas do LES. Em contrapartida, o modelo PIL é um 

modelo induzido que, além de mimetizar uma maior variedade de sinais e 

sintomas do LES, possui um fator de indução ambiental da doença, como 

ocorre em humanos. Apesar do crescente aumento de publicações utilizando o 

modelo PIL nos últimos anos, pouco é estudado sobre as manifestações 

neuropsiquiátricas presentes neste modelo murino de SLE e as implicações da 

suplementação com vitamina D.  
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo Principal 

– Avaliar os efeitos imunorregulatórios da vitamina D no cérebro de modelo 

murino de lúpus induzido por pristane. 

5.2 Objetivos específicos 

- Avaliar as manifestações neuropsiquiátricas como depressão, disfunção 

cognitiva e transtorno de ansiedade no modelo murino de lúpus induzido por 

pristane; 

- Avaliar os níveis séricos de IL-6 eIFN-α1 no modelo murino de lúpus induzido 

por pristane;  

- Avaliar o depósito de IgM e IgG total no cérebro deste modelo murino de 

lúpus induzido por pristane; 

- Avaliar a expressão do receptor ativo da vitamina D no cérebro deste modelo 

murino de lúpus induzido por pristane; 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Neste estudo, avaliamos a influência da suplementação com vitamina D na 

proteção do sistema nervoso em um modelo experimental de lúpus induzido 

por pristane. Também foram analisados os aspectos comportamentais 

relacionados à depressão, ansiedade e déficit cognitivo, bem como, investigou-

se os níveis de citocinas pró-inflamatórias, como IFN-α1 e IL-6. 

Os animais do grupo PIL apresentaram comportamento depressivo e 

ansioso aos 90 dias de experimento, persistindo até os 180 dias. Além disso, 

foi observado déficit de memória de curto e longo prazo aos 90 dias. A 

suplementação com vitamina D não influenciou as alterações comportamentais, 

exceto pelo déficit de memória de curto e longo prazo aos 90 dias, que foi 

melhorado. Houve um aumento significativo de IFN-α1 nos animais do grupo 

PIL em comparação com o grupo CO. No entanto, a suplementação com 

vitamina D não reduziu os níveis dessa citocina. O grupo PIL também 

apresentou maior depósito de IgG e IgM no cérebro em comparação com os 

grupos CO e VD, indicando que houve disfunção da BHE e reforçando a 

validade do modelo PIL para o LES e para estudos sobre NPSLE. Um aspecto 

importante a ser considerado é a sensibilidade e especificidade exibidas tanto 

pela IgM quanto pela IgG no cérebro, evidenciando assim, a doença 

neuropsiquiátrica a partir dos 3 meses de indução.  

 A suplementação com vitamina D reduziu significativamente os depósitos 

de IgG e IgM total no cérebro desde os estágios iniciais (T90) até os 180 dias, 

atuando de forma neuromoduladora. Além disso, a suplementação aumentou a 

expressão de pVDR no cérebro aos 180 dias, equiparando-a aos níveis 

observados em animais saudáveis. 

O modelo PIL foi capaz de demonstrar manifestações neuropsiquiátricas 

associadas ao LES, apresentando sintomas clínicos compatíveis com 

ansiedade, depressão e déficit de memória, bem como alterações 

histopatológicas significativas no tecido cerebral. Embora a vitamina D não 

tenha impactado nos sintomas de ansiedade e depressão, ela demonstrou 

potencial efeito protetor em relação à memória. Também reduziu os níveis de 

imunoglobulinas no cérebro e aumentou a expressão de pVDR, indicando seu 

potencial como agente imunomodulador no NPSLE. 
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS 

No próximo estágio deste estudo, planejamos analisara expressão de 

citocinas pró-inflamatórias (IL-6, IFN-α1) no tecido cerebral. Além de uma 

análise estatística multivariada utilizando parâmetros clínicos comportamentais, 

para gerar modelos de predição do NPSLE. 

Pretendemos realizar uma abordagem metabolômica, utilizando análise 

espectroquímica por meio de modelagem quimiométrica, utilizando soro de 

camundongos com PIL, com a finalidade de gerar modelos de predição do LES 

e NPSLE, bem como as implicações da suplementação com vitamina D. Além 

disso, nosso objetivo é aprofundar nossa compreensão sobre o papel dos 

receptores nucleares, como o VDR, na inflamação sistêmica em resposta à 

vitamina D neste modelo experimental. 

Recentemente tem sido explorado o papel da microbiota intestinal no LES. 

Alguns estudos têm associado certas espécies de microrganismos a períodos 

de remissão ou atividade da doença. Para expandir nosso conhecimento sobre 

esse tema e sobre o modelo PIL, planejamos caracterizar o perfil da microbiota 

intestinal neste modelo experimental. Essa abordagem nos permitirá investigar 

possíveis ligações entre a composição da microbiota intestinal, a inflamação 

sistêmica e os sintomas observados no LES, proporcionando uma 

compreensão mais abrangente dos mecanismos subjacentes a essa doença 

complexa. 
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9. ANEXOS 

ANEXO I – Metodologia expandida 

9.1 Ética 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética do HCPA/UFRGS (nº 2020-

0326), cumprindo com todas as determinações legais para pesquisa com 

animais previstas na Legislação Brasileira. Foi utilizada a técnica de 

enriquecimento ambiental, como preconiza as normativas 30 e 33 e o manual 

de bem-estar animal do CONCEA. Com o intuito de aumentar a qualidade de 

vida e bem-estar dos animais foi oferecido papel toalha, rolos de papel e tuneis. 

Os procedimentos foram realizados de acordo com a Lei Federal 11.794 de 08 

de outubro de 2008, que regulamenta a utilização de animais na pesquisa 

científica. Os cuidados e manipulação dos animais seguiram as Diretrizes para 

o Cuidado e a Utilização de Animais para Fins Científicos e Didáticos (DBCA 

Resolução Normativa no 30, 2016, CONCEA). Os procedimentos são 

baseados na resolução 30 (2016), 33 (2016) e 39 (2018) CONCEA. A 

eutanásia seguiu as diretrizes para a prática de eutanásia do CONCEA (RN 37 

de 2018). 

 

9.2 Animais 

Foram utilizados camundongos Balb/c, 8-12 semanas de vida, fêmeas, com 

aproximadamente 18g. Os animais foram mantidos na Unidade de 

Experimentação Animal (UEA-HCPA) durante o experimento, em caixas 

plásticas transparentes 30x20x12cm forradas com maravalha, alojados em no 

máximo 5 animais/caixa, em ciclo de 12 horas claro/escuro, temperatura entre 

22° +/- 2°C, umidade relativa do ar entre 40-60% e exaustão de ar. A água e a 

ração foram administradas ad libitum. Os animais passaram por um período de 

quarentena e aclimatação de 14 dias antes da indução da doença. 

Os animais foram pesados e avaliados quanto ao grau de alerta mental, 

mobilidade espontânea, interesse pelo alimento e água, além de outros 

comportamentos normais a espécie (como interação com os companheiros de 

caixa, dormir em grupos e autolimpeza), a cada 3 dias após administração do 

pristane e semanalmente antes da administração do pristane e nos animais 
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controles. Em casos de dor e desconforto o tramadol não pode ser 

administrado, visto que avaliamos sinais de depressão e o alívio da dor poderia 

interferir nos resultados. Foi avaliado a composição corporal (Figura 8). Em 

casos em que se observou que os animais estavam sentindo dor extrema, em 

sofrimento e apresentando um score total maior que 14 pontos (Quadro 1), 

estes foram eutanasiados por anestesia profunda antes do período previsto 

como fim da experimentação. Os órgãos destes animais foram ser coletados e 

armazenados para análises posteriores. 

 

Figura 8.  Score de condição corporal. Adaptado de Ullman-Culleré and Foltz(195). 
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Quadro 1. Endpoints para avaliação do modelo de lúpus induzido por pristane. Feita 
a partir de informações do site Humane endpoints. 

Animal 

Data          

Aparência 

Normal  
 
Pelos limpos, organizados 
e ausência de secreção 
nasal ou ocular. 

0         

Discretamente alterada 
 
Piloereção discreta e/ou 
descarga nasal/ocular 
discreta (a secreção pode 
ser vista nos pelos dando a 
aparência de levemente 
sujo). 

2         

Evidentemente alterada 
 
Pilorereção acentuada e/ou 
descarga nasal/ocular 
acentuada (a transferência 
da secreção aos pelos dá 
ao animal a aparência de 
“sujo”). 

4         

Condição corporal (ver figura score de condição corporal) 

BC 1 4         

BC 2 2         

BC 3 0         

BC 4 2         

BC 5 4         

Peso corporal 

Perda 11-20 % 4         

Perda 6-10% 2         

Perda ≤ 5%  1         

Ganho 0 - 5% 0         

Ganho 6-10% 2         

Ganho 11-20 % 4         

Sinais Clínicos 

Fezes normais - 
ligeiramente macias 

0         

Fezes diarreicas ou com 
presença de sangue 

2         

Ascite 

Ausente 
 
Abdômen aparentemente 
normal. 

0         

Discreto 
 
Abdômen discretamente 
distendido. 

1         

Evidente 2         
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Distensão evidente da 
região abdominal com 
aspecto de coleção de 
líquido à palpação.  

Evidente e prolongada 
 
Distensão evidente da 
região abdominal com 
aspecto de coleção de 
líquido à palpação com 
persistência de > 15 dias 

4         

Score Total          

 

AVALIAÇÃO: 
Escore de 5 a 9: Aumentar a frequência da avaliação e, se possível, incluir medidas 
de manejo (como, facilitar o acesso do animal à ração ou subdividir os animais da 
caixa em grupos menores). 
Escore de 10 a 14: Aumentar a frequência da observação e, se possível, aplicar 
medidas terapêuticas (fluidoterapia) e de manejo (como, facilitar o acesso do animal 
à ração ou subdividir os animais da caixa em grupos menores). Se não houver 
melhora em 48h, o animal será eutanasiado. 
Escore > 14: o animal será imediatamente eutanasiado. 

 

9.3 Modelo experimental de lúpus 

O modelo experimental de LES foi induzido por pristane através de uma 

única injeção intraperitonial (i.p) de 500µl de pristane (2,6,10,14 

tetramethylpentadecane; Sigma- Aldrich) (173) (figura 9), previamente filtrado 

em membrana 0,22 µm, após serem anestesiados com o agente inalatório 

isofluorano a 5% para indução e 2-3% para manutenção com 0,5 L/min de O2. 

Os animais controles receberam a mesma quantidade de água de injeção pela 

mesma via (171,173,174). Segundo recomendação do fabricante Sigma-

Aldrich, como medidas de biossegurança para o manuseio do reagente 

pristane os pesquisadores utilizaram como equipamento de proteção individual 

(EPIs): máscara, luvas, jaleco e óculos. Devido a sua toxicidade aguda (oral, 

dérmica ou por inalação), podendo provocar irritação cutânea, ocular e causar 

sensibilização da pele. O pristane foi filtrado e fracionado em uma capela de 

fluxo para maior segurança. Todos os procedimentos para a manipulação do 

reagente foram realizados no dia da indução do modelo em ambiente estéril 

com materiais estéreis, as sobras das alíquotas de pristane foram descartadas.  

Segundo recomendação do CEUA, juntamente a injeção i.p com pristane foi 

administrado Tramadol i.p. na concentração de 20mg/kg com o volume final de 



68 
 

200ul. Após 12h os animais foram avaliados pelas veterinárias e foi constatado 

que os mesmos encontravam-se bem, sem dor e sem necessidade de 

continuar a administração de Tramadol. 

Ao longo do período experimental os animais foram eutanasiados a cada 3 

meses nos respectivos subgrupos para acompanhamento do desenvolvimento 

da doença.  

Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais, eutanasiados em 2 

tempos: 

 

• Grupo CO3: camundongos Balb/c com 3 meses de experimentação (n= 12); 

• Grupo CO6: camundongos Balb/c com 6 meses de experimentação (n= 12); 

• Grupo PIL3: camundongos Balb/c com LES induzido por pristane (PIL) com 

3 meses de experimentação (n= 14); 

• Grupo PIL6: camundongos Balb/c com LES induzido por pristane (PIL) com 

6 meses de experimentação (n= 14); 

• Grupo VD3: camundongos Balb/c com LES induzido por pristane (PIL) + 

vitamina D com 3 meses de experimentação (n= 14); 

• Grupo VD6: camundongos Balb/c com LES induzido por pristane (PIL) + 

vitamina D com 6 meses de experimentação (n= 14); 

9.4Tratamento 

Todas as aplicações de suplementação foram realizadas no período da 

manhã, entre 9:00-11:00, com o intuito de evitar qualquer alteração circadiana. 

Os camundongos foram alocados,de forma randomizada pelo programa 

WinPepi, em conjuntos de 12-14 animais por grupo e foram tratados por via 

subcutânea com água de injeção ou 1α,25 dihidroxivitamina D (Sigma-Aldrich). 

A vitamina D foi diluída em álcool 95% para solução estoque (concentração de 

1mM) e armazenada em -20ºC até a sua utilização. Para a solução final foi 

realizada a diluição da solução estoque em água de injeção para uso em até 3 

dias de tratamento, na concentração de 2ug/kg (174,196). O tratamento foi 

realizado em dias alternados, com volume final de 100ul (figura 9). O 

tratamento foi realizado por 90 dias (nos grupos de 3 meses de 
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experimentação) e 180 dias (nos grupos de 6 meses de experimentação), 

iniciando 12h após a indução da doença. 

Figura 9. Esquematização da indução de lúpus induzido por pristane e tratamento. Os animais 

dos grupos PIL (lúpus induzido por pristane) e VD (lúpus induzido por pristane suplementados 

com vitamina D) receberam uma injeção intraperitoneal contendo 500µL de pristane para 

indução da doença. Enquanto que o grupo CO (controle) recebeu água de injeção i.p., 

passando assim pelos mesmos procedimentos que os demais grupos. O tratamento com 

vitamina D (1α,25 dihidroxivitamina D – concentração de 2ug/kg + água de injeção, totalizando 

100ul de solução) foi realizado por via subcutânea a cada dois dias no grupo VD. Os grupos 

PIL e CO receberam 100ul de água de injeção pela mesma via, nos mesmos dias. Fonte: 

Autor. 

 

9.5 Avaliações clínicas 

9.5.1 Peso dos animais 

O peso corporal dos animais foi mensurado 3 vezes por semana para 

controle. 

9.5.2 Peso dos órgãos 

Todos os órgãos coletados (encéfalo, rins, baço, fígado e coração) foram 

pesados para posterior comparação. 
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9.6 Avaliações comportamentais 

Os testes comportamentais descritos a seguir foram avaliados nos tempos 

0 (na semana anterior a indução), 90 (3 meses após a indução), 180 (6 meses 

após a indução). 

9.6.1 Avaliações de Ansiedade 

Labirinto elevado 

O labirinto consiste em quatro braços, dois fechados e dois abertos (sem 

paredes) com medidas de 10cm x 43cm x 20cm cada braço (Figura 10A). O 

animal pode explorar livremente a plataforma durante 10 minutos. Foi 

considerado que o mesmo entrou nos braços abertos após passar da linha com 

as quatro patas (Figura 10B). Foi contabilizado o tempo, em segundos, de 

permanência nesse espaço. Além disso, foi contabilizado o número de vezes 

em que o camundongo entrou nos braços abertos (193,197). Este teste foi 

gravado. 

 

 

Figura 10. Labirinto elevado. A) Labirinto em forma de cruz com dois 

braços fechados e dois braços abertos. B) Camundongo Balb/c 

posicionado nos braços abertos do labirinto. 

 

9.6.2 Testes de comportamento depressivos 

Atividade locomotora em campo aberto 

A) B) 
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A locomoção espontânea exploratória dos animais foi detectada no 

equipamento Monitor de Atividade IR da Insight Equipamentos Ltda®. Os 

animais foram colocados na arena de teste (50cm×50cm×30cm) (EP154C, 

Open Field - Insight) por pelo menos 30 segundos para ambientação. Após o 

tempo de ambientação, foram registrados 5 minutos de movimentação, onde 

foram determinados os seguintes parâmetros: desenho do trajeto percorrido, 

distância percorrida, velocidade média, número de vezes dos eventos 

(repouso, ficar de pé ou pulo). 

 

Teste de nado forçado 

Os animais foram colocados individualmente em um aquário de vidro 

dividido em 4 quadrantes de 45cm de altura e 18cm de comprimento contendo 

20cm de água aquecida a 37ºC, de forma que nunca tocassem o fundo do 

recipiente com as patas ou cauda (Figura 11). Os camundongos foram 

submetidos a uma sessão de 6 minutos no aquário. Os primeiros 2 minutos 

foram para ambientação do animal. Foi mensurado o tempo que o animal 

permaneceu imóvel nos últimos 4 minutos do teste. Após, os animais foram 

retirados e secos com um pano limpo para retirar o excesso de água e 

finalmente, com secador de cabelo a uma distância segura (198–201). Este 

teste foi gravado para posterior mensuração dos tempos e eventos. 
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Figura 11. Nado forçado. Camundongos Balb/c alocados nos quadrantes do aquário. 

 

9.6.3 Testes de memória de curto prazo e longo prazo 

Labirinto de Barnes 

Para determinar a disfunção cognitiva, avaliamos a memória e o processo 

de aprendizagem com o teste do labirinto de Barnes. O teste comportamental 

de Barnes adaptado para camundongos se baseia no medo que roedores têm 

de espaços abertos e vulneráveis (202,203).  

O experimento consiste na utilização de uma plataforma circular de 1,22 

metro de diâmetro sob um aparato branco de 0,6 metro de altura. Na 

plataforma encontram-se 20 orifícios de 10 cm de diâmetro espalhados pela 

superfície. Sob um destes orifícios, foi posicionada uma caixa escura que 

serviu de escape para o animal testado. Ao final do teste com cada animal todo 

o aparato foi limpo com álcool 70% para evitar que o cheiro do animal anterior 

afetasse o resultado. Além disso, a caixa preta foi posicionada em um orifício 

diferente para cada animal. Ao longo da plataforma foram adicionados quatro 
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objetos diferentes equidistantes entre si, que serviram de guia para o animal 

aprender o caminho para o orifício contendo a caixa de escape.  

O pré-treinamento consistiu em soltar o camundongo na caixa escura de 

escape por 2 minutos para habituação. Depois, o camundongo foi posicionado 

no centro da plataforma e guiado até o orifício sobre a caixa de escape, onde 

permaneceu mais 2 minutos. Por fim, o camundongo foi acondicionado numa 

caixa transparente posicionada no centro da plataforma e permaneceu nela por 

30 segundos até ser solto, podendo explorar a plataforma por 2 minutos, caso 

o camundongo não encontrasse a caixa de escape, o pesquisador o guiou até 

a mesma. 

O treinamento foi realizado por quatro dias, após o pré-treinamento, tendo 

cada camundongo três tentativas, por dia, para entrar no orifício contendo a 

caixa escura. Esta fase é denominada “teste de memória de curto prazo”. O 

animal foi posicionado no centro da plataforma estando dentro da caixa 

transparente e permaneceu nessa posição por 30 segundos. Após ser solto, foi 

estabelecido um limite de tempo de 3 minutos para o camundongo encontrar o 

escape. Caso não encontrasse após decorrido o tempo, o pesquisador o guiou 

até a caixa de escape. Ao final do teste, o animal foi colocado de volta na sua 

gaiola.  

O teste definitivo ocorreu após 48h do último treinamento. Sendo esta fase 

denominada “teste de memória de longo prazo”. O camundongo foi posicionado 

no centro da plataforma dentro da caixa transparente, tendo uma oportunidade 

de 3 minutos para explorar o espaço após ser solto. Foi calculado o tempo que 

o animal levou para encontrar o orifício sob o qual se encontra a caixa escura e 

o número de erros – vezes em que escolheu explorar orifícios errados. Também 

foi observado o tempo que o animal levou para sair do centro do labirinto, bem 

como, para qual quadrante ele se encaminhou (quadrante alvo – QA, 

quadrante oposto – QO ou quadrante lateral –QL) (Figura 12). Este teste foi 

gravado. 
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Figura 12. A) Linha do tempo labirinto de barnes. D0 corresponde ao pré-treinamento onde os 

camundongos são guiados até o alvo/ buraco de escape para memorização da localização. D1-D4 

corresponde aos dias de treinamento/ teste de memória de curto prazo (STM), onde os 

camundongos têm 3 tentativas de 180 segundos para encontrarem o buraco de escape, caso não 

encontrem o pesquisador pode guia-lo até o mesmo. Após 48h, no D7, os animais são submetidos 

ao teste de memória de longo prazo (LTM), onde se tem apenas uma tentativa de 180s para 

encontrar o buraco de escape. B) Esquematização do labirinto de barnes. O quadrante alvo (QA) 

refere-se ao quadrante onde se localiza o alvo/ buraco de escape. Em sequência temos os 

quadrantes laterais (QL) ao alvo e o quadrante oposto (QO) ao alvo. Para avaliar a memória 

espacial dos camundongos, o alvo sempre acompanhava um objeto/ peça de plástico tipo lego, 

azul, enquanto que nos quadrantes laterais se encontravam objetos laranja e amarelo e no oposto 

um objeto verde. Além de possuírem cores diferentes, os objetos também eram de tamanhos e 

formas diferentes. Fonte: autor. 

 

9.7 Sangue 

A coleta de sangue ocorreu no dia da eutanásia dos respectivos grupos. Os 

animais foram anestesiados com o agente inalatório isofluorano a 5% para 

indução e 2-3% para manutenção com 0,5 L/minuto de O2 e o sangue foi 

coletado através de punção cardíaca. Após a coleta o sangue foi centrifugado a 
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3.000 rpm por 10 minutos e o soro armazenado em freezer -80ºC até a 

realização das análises. 

 

9.8 Tecido 

No dia da eutanásia, após a coleta de sangue, os animais receberam uma 

sobredose anestésica de isofluorano por via inalatória, até promoção de parada 

cardiorrespiratória. Somente após a confirmação da morte, foi retirado o 

encéfalo que foi dividido entre os hemisférios esquerdo e direito. Para ocorrer 

um congelamento rápido, minimizando a formação de cristais de gelo na 

amostra, o tecido foi imerso em solução O.C.T. (Optimal Cutting Temperature), 

e em seguida foi congelado em nitrogenio líquido. O tecido foi imediatamente 

acondicionado em nitrogênio líquido e posteriormente armazenado em freezer 

a -80ºC, para análise histológica.  

Foram coletados coração, rins, fígado e baço. Os órgãos foram 

acondicionados em formol tamponado 10% por no mínimo 24h e 

posteriormente armazenados em blocos de parafina. Estes estão armazenados 

para projetos futuros da equipe. 

9.9 Análise de citocinas no soro 

Os níveis de citocinas séricas IL-6 e IFNα1foram analisados através de um 

ensaio de ELISA Standart BioLegend, de acordo com as instruções do 

fabricante. As concentrações de citocinas nas amostras foram determinadas 

utilizando uma curva padrão. Todas as análises foram realizadas em duplicata. 

9.10 Imunofluorescência – anti-IgM, anti-IgG e VDR 

Os depósitos de IgM e IgG total no cérebro foram examinado por 

imunofluorescência direta. Seções congeladas de tecidos cerebrais foram 

cortadas em seções de 10µm de espessura e foi realizada dupla marcação 

para IgG e IgM com anticorpo policlonal de cabra anti-mouse IgG-FITC 

(diluição 1:100; Abcam – ab97022, EUA) e policlonal de cabra anti-mouse IgM-

Alexa Fluor 647 (diluição de 1:200; Abcam – ab150123, EUA). Os anticorpos 

foram incubados com PBS-Tween 20 contendo BSA a 2% em uma incubadora 
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úmida por 4ºC overnight. As seções foram lavadas três vezes por 5 min usando 

PBS-Tween 20 e então foi adicionado DAPI. 

Para avaliar a expressão de VDR no cérebro, foi realizado ensaio de 

imunofluorescência indireta. A coloração para VDR foi realizada com anticorpo 

policlonal de coelho anti-fosfo-Vitamina D de camundongo (diluição 1:300; 

SAB4504326, Sigma-Aldrich, EUA). Brevemente, o anticorpo foi incubado com 

PBS-Tween 20 contendo BSA a 2% em uma incubadora úmida por 4ºC 

overnight.  Após, foram realizadas lavagens com PBS para retirada do 

anticorpo primário e então as seções foram incubadas com anticorpo 

secundário foi adicionado o anticorpo secundário policlonal anti-Rabbit Alexa 

Fluor 488 (diluição de 1:800; A011008, Invitrogen by ThermoFisher) à 

temperatura ambiente por 1 hora. 

Após a finalização da incubação dos anticorpos, foi adicionado 50µl de 

DAPI em todos os tecidos, após 20 minutos a lâmina foi montada. Foram 

utilizados controles positivos e negativos do teste. Para os controles foi 

utilizado uma amostra de rim de um dos animais do grupo PIL, no controle 

negativo foi substituído o anticorpo pelo PBS. Foram capturadas imagens em 

microscópio Olympus BX51 (Olympus, Alemanha) com uma ampliação final de 

400x. Foram capturadas cinco fotos por animal. A intensidade da fluorescência 

foi digitalizada e quantificada pelo software ImageJ. 

9.11 Avaliação renal 

Para detectar a presença de depósito imunes e inflamação renal foram 

realizadas lâminas histopatológicas dos rins em parafina. Foi realizado ensaio 

de imunofluorescência direta de IgG e IgM total. As seções de tecido renal 

foram cortadas em seções de 3µm de espessura e foi realizada dupla 

marcação para IgG e IgM com anticorpo policlonal de cabra anti-mouse IgG-

FITC (diluição 1:50; Abcam – ab97022, EUA) e policlonal de cabra anti-mouse 

IgM-Alexa Fluor 647 (diluição de 1:100; Abcam – ab150123, EUA). As seções 

foram submetidas à desparafinização em estufa a 75ºC por 40 minutos. Após, 

as seções foram imersas em três xilóis por 5 minutos cada, depois em quatro 

álcoois a 99% e lavadas em água destilada. Para recuperação do antígeno, 

todas as seções foram incubadas com tampão citrato 10mM pH 6,0 por 35 min 

e aquecidas em banho-maria a 94ºC por 10 min. Para o bloqueio de proteínas, 
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as seções foram incubadas com BSA a 3% em PBS-Tween 20 a 0,05% por 1 

hora. Todos os anticorpos foram incubados com PBS-Tween 20 contendo BSA 

a 2% em uma incubadora úmida por 4ºC overnight. As seções foram lavadas 

três vezes por 5 min usando PBS-Tween 20 e 50μl de DAPI foram adicionados 

a cada seção de tecido, após 20 minutos a lâmina foi montada.  

Foram utilizados controles positivos e negativos do teste. Para controle 

positivo foi utilizado uma amostra de rim de um dos animais do grupo PIL e 

para controle negativo a mesma amostra foi utilizada, substituindo o anticorpo 

pelo PBS. Foram capturadas imagens em microscópio Olympus 

BX51(Olympus, Alemanha) com uma ampliação final de 400x. Foram 

capturadas cinco fotos por animal. A intensidade da fluorescência foi 

digitalizada e quantificada pelo software ImageJ. 

9.12 Área sob a curva característica de operação do receptor 

 A área sob a curva característica de operação do receptor (AUC-ROC) é 

um classificador binário baseado em limites de probabilidade para diferentes 

pontos de corte (204). A partir disso, o objetivo é gerar pontos de corte que 

maximizem a precisão. A AUC-ROC foi realizada nos valores dos depósitos de 

imunoglobulinas (IgM e IgG) no cérebro e nos rins aos 3 e 6 meses. Portanto, 

comparações binárias foram realizadas entre CO, PIL e VD. Os pontos de corte 

que maximizam a sensibilidade e a especificidade para cada modelo foram 

calculados através do índice de Youden (205). Este índice é calculado como 

sensibilidade + especificidade – 1 para cada ponto. Graficamente, é a distância 

máxima da curva ROC à diagonal principal. 

9.13 Cálculo do tamanho amostral e análise estatística 

Baseado em trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa (nº GPPG 18-

0246), utilizamos o número mínimo de animais por grupo (29). O n amostral foi 

calculado através do programa WinPepi. Para detectar alterações 

neuropsiquiátricas de 50%, mantendo-se α= 0,05 e poder de 80% foi obtido 12 

animais por grupo. Visto que há chance de erro na injeção intraperitonial e 

eutanásia antecipada dos animais devido a ascite foram adicionados 2 animais 

por grupo com indução de pristane. Sendo assim, usaremos n=14 por grupo 
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com indução de pristane totalizando 80 animais (24 controles, 28 doentes, 28 

doentes suplementados com vitamina D. 

Os resultados foram inseridos em programa específico de análise 

estatística Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versão 18.0, 

bem como foi utilizado o programa Prism GraphPad 6.0. Os dados quantitativos 

gerados foram descritos por média e desvio padrão ou erro padrão, quando 

apresentaram uma distribuição paramétrica ou por mediana de amplitude 

interquartil quando apresentaram uma distribuição não paramétrica. Foi 

utilizado o teste one-way ANOVA, seguido de Tukey para dados paramétricos e 

Teste de Kruskal-wallis, seguido de Dunn e não paramétricos. Para todos os 

testes assumiu-se um risco α 5% (p< 0,05) e seu respectivo Intervalo de 

Confiança de 95% (IC 95%).  
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ANEXO II – Carta de aprovação CEUA/HCPA 
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ANEXO III - ARRIVE Guidelines 

TheARRIVEGuidelinesChecklist 
AnimalResearch:ReportingInVivoExperiments 
CarolKilkenny1,WilliamJBrowne2,InnesCCuthill3,MichaelEmerson4 andDouglasGAltman5 
1TheNationalCentrefortheReplacement,Refinement andReductionof AnimalsinResearch,London,UK, 
2SchoolofVeterinaryScience,UniversityofBristol,Bristol,UK,3SchoolofBiologicalSciences,UniversityofBristol,Bristol, 
UK,4NationalHeartandLungInstitute,ImperialCollegeLondon,UK,5CentreforStatisticsinMedicine,UniversityofOxford,Oxford,UK. 

 

ITEM RECOMMENDATION 
Section/

 
Paragraph 

Title 1 Provideasaccurateandconciseadescriptionofthecontentofthearticleaspos
sible. 

1 

Abstract 2 Provideanaccuratesummaryofthebackground,researchobjectives,includingd
etailsofthespeciesorstrainofanimalused,keymethods,principalfindingsand
conclusionsofthestudy. 

6 

INTRODUCTION  

Background 3 a. Includesufficientscientificbackground(includingrelevantreferencestopre
vious work) to understand the motivation and context for the 
study,andexplaintheexperimentalapproachandrationale. 

b. Explain how and why the animal species and model being used 
canaddressthescientificobjectivesand,whereappropriate,thestudy’s
relevancetohumanbiology. 

 

15 

Objectives 4 Clearlydescribetheprimaryandanysecondaryobjectivesofthestudy,orspecific
hypothesesbeingtested. 

43 

METHODS  

Ethicalstatement 5 Indicatethenatureoftheethicalreviewpermissions,relevantlicences(e.g.Animal 
[Scientific Procedures] Act 1986), and national or 
institutionalguidelinesforthecareanduseofanimals,thatcovertheresearch. 

77 

Studydesign 6 Foreachexperiment,givebriefdetailsofthestudydesignincluding: 

a. Thenumberofexperimentalandcontrolgroups. 

b. Any steps taken to minimise the effects of subjective bias 
whenallocatinganimalstotreatment(e.g.randomisationprocedure)andwhen
assessingresults(e.g.ifdone,describewhowasblindedandwhen). 

c. Theexperimentalunit(e.g.asingleanimal,grouporcageofanimals). 

Atime-
linediagramorflowchartcanbeusefultoillustratehowcomplexstudydesigns
werecarriedout. 

78 

Experimental
procedures 

7 Foreachexperimentandeachexperimentalgroup,includingcontrols,providepr
ecisedetailsofallprocedurescarriedout.Forexample: 

a. How(e.g.drugformulationanddose,siteandrouteofadministration,anaest
hesia and analgesia used [including monitoring], 
surgicalprocedure,methodofeuthanasia).Providedetailsofanyspecialist
equipmentused,includingsupplier(s). 

b. When(e.g.timeofday). 

c. Where(e.g.homecage,laboratory,watermaze). 

d. Why(e.g.rationaleforchoiceofspecificanaesthetic,routeofadm
inistration,drugdoseused). 

78•83 

Experimental
animals 

8 a. Provide details oftheanimalsused,including species, strain, 
sex,developmental stage (e.g. mean or median age plus age range) 
andweight(e.g.meanormedianweightplusweightrange). 

b. Provide further relevant information such as the source of 

animals,international strain nomenclature, genetic modification status 
(e.g.knock-
outortransgenic),genotype,health/immunestatus,drugortestnaïve,previ
ousprocedures,etc. 

78 
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References: Kilkenny C, Browne WJ, Cuthill IC, Emerson M, Altman DG (2010) Improving Bioscience Research Reporting: The 

ARRIVE GuidelinesforReportingAnimalResearch. PLoSBiol 8(6):e1000412. doi:10.1371/journal.pbio.1000412 

 

Housingandhusba
ndry 

9 Providedetailsof: 

a. Housing(typeoffacilitye.g.specificpathogenfree[SPF];typeofcageorhousi
ng; bedding material; number of cage companions; tank shape 
andmaterialetc.forfish). 

b. Husbandryconditions(e.g.breeding 
programme,light/darkcycle,temperature,qualityofwateretcforfish,type
offood,accesstofoodandwater,environmentalenrichment). 

c. Welfare-
relatedassessmentsandinterventionsthatwerecarriedoutpriorto,duri
ng,oraftertheexperiment. 

78 

Samplesize 10 a. Specifythetotalnumberofanimalsusedineachexperiment,andthenumber
ofanimalsineachexperimentalgroup. 

b. Explainhowthenumberofanimalswasarrivedat.Providedetailsofanysample
sizecalculationused. 

c. Indicatethenumberofindependentreplicationsofeachexperiment,ifrele
vant. 

83 

Allocatingani
malstoexperi
mentalgroups 

11 a. Givefulldetailsofhowanimalswereallocatedtoexperimentalgroups,includi
ngrandomisationormatchingifdone. 

b. Describetheorderinwhichtheanimalsinthedifferentexperimentalgrou
psweretreatedandassessed. 

78 

Experimental
outcomes 

12 Clearlydefinetheprimaryandsecondaryexperimentaloutcomesassessed(e.g.cell
death,molecularmarkers,behaviouralchanges). 

78•83 

3Statisticalm
ethods 

13 a. Providedetailsofthestatisticalmethodsusedforeachanalysis. 

b. Specifytheunitof 
analysisforeachdataset(e.g.singleanimal,groupofanimals,singleneuron). 

c. Describeanymethodsusedtoassesswhetherthedatamettheassu
mptionsofthestatisticalapproach. 

83 

RESULTS 
 

Baselinedata 14 For each experimental group, report relevant characteristics and 
healthstatusofanimals(e.g.weight,microbiologicalstatus,anddrugortestnaïve)pri
ortotreatmentortesting.(Thisinformationcanoftenbetabulated). 

78 

Numbers
analysed 

15 a. Reportthenumberofanimalsineachgroupincludedineachanalysis.Report
absolutenumbers(e.g.10/20,not50%2). 

b. Ifanyanimalsordatawerenotincludedinthe analysis, explainwhy. 

78 

Outcomesandesti
mation 

16 Reporttheresultsforeachanalysiscarriedout,withameasureofprecision(e.g.st
andarderrororconfidenceinterval). 

83•91 

Adverseevents 17 a. Givedetailsofallimportantadverseeventsineachexperimentalgroup. 

b. Describeanymodificationstotheexperimentalprotocolsmadetored
uceadverseevents. 

N/A 

DISCUSSION 
 

Interpretation/
scientificimpli
cations 

18 a. Interpret the results, taking into account the study objectives 
andhypotheses,currenttheoryandotherrelevantstudiesintheliterature. 

b. Commentonthestudylimitationsincludinganypotentialsourcesofbias,anyli
mitationsoftheanimalmodel,andtheimprecisionassociatedwiththeresults2

. 

c. Describe any implications of your experimental methods or findings 
forthereplacement,refinementorreduction(the3Rs)oftheuseofanimalsinres
earch. 

90 

Generalisability/
translation 

19 Comment on whether, and how, the findings of this study are likely 
totranslatetootherspeciesorsystems,includinganyrelevancetohumanbio
logy. 

93 

Funding 20 Listallfundingsources(includinggrantnumber)andtheroleofthefunder(s)inthe
study. 

95 


