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RESUMO

Animais imunodeficientes sdo amplamente utilizados como modelos para
pesquisas biolégicas em estudos nas éareas de oncologia, imunologia e
doencas infecciosas. Hoje em dia, farmacos com acgéo imunossupressora tém
sido usados experimentalmente para a obtencdo de camundongos
imunossuprimidos. Este trabalho visou avaliar as populacdes de linfocitos T e B
do compartimento circulatério de camundongos imunossuprimidos com
dexametasona (Dx), ciclosporina (CsA) ou ciclofosfamida (CY), assim como,
realizar a andlise histopatologica do baco desses animais. Para isso foram
utilizados camundongos isogénicos Balb/c divididos em 4 grupos: | —
camundongos n&o-imunossuprimidos (grupo controle); Il — camundongos
imunossuprimidos com CY (75 mg/Kg, por via intraperitoneal (ip), duas vezes
por semana,); lll — camundongos tratados com DX (5 mg/kg, diariamente, ip) e
IV — camundongos imunossuprimidos com CsA (10 mg/Kg, 3 vezes por
semana, ip). Foram feitos os sacrificios aos 7, 14 e 28 dias ap0s o inicio do
tratamento. Nestas datas amostras de sangue foram colhidas para a contagem
de leucdcitos totais e andlise de populacdes de linfécitos T e B através de
citometria de fluxo, utilizando anticorpos monoclonais anti-CD3 e anti-CD19,
respectivamente. Os resultados revelaram que o0s leucdcitos totais dos
camundongos tratados com as trés drogas e em todas as datas apresentaram
uma diminuicdo significativa quando comparados com os resultados dos
animais controle. A proporc¢éo de linfocitos B e T dos animais tratados também
diminuiram significativamente em todas as datas. A analise histopatolégica do
baco revelou uma moderada reducéo celular da polpa branca e ocorréncia de
células em apoptose nos grupos Il e lll. Os resultados revelaram que 0s
modelos experimentais propostos demonstraram serem adequados para

estudos experimentais em modelos de camundongos imunodeficientes.

Palavras chaves: ciclofosfamida, dexametasona, ciclosporina,

imunossupressao, linfécitos, camundongos.



ABSTRACT

Immunodeficient animals are important research models for studies in oncology,
immunology, and infectious diseases. Immunosuppressive drugs have been
experimentally used to obtain a state of immunodeficiency in mice. This
investigation aimed to quantify the circulating T and B cells of mice treated with
the immunosuppressive agents dexamethasone (Dx), cyclosporin (CsA) and
cyclophosphamide (CY), as well as to observe the behaviour of lymphocytic
populations in the spleen of these animals. Balb/c mce were divided into 4
groups: | — control group; Il - mice immunosuppressed with CY (75 mg/kg, twice
a week, intraperitoneal route - ip); Il — mice treated with Dx (5 mg/kg, daily, ip)
and IV — mice which received CsA (10 mg/kg, 3 times a week, ip). The animals
were sacrificed at 7, 14 and 28 days after the beginning of the treatment. On
those days blood samples were collected for counting the total peripheral blood
leukocytes and T and B lymphocytes using flow cytometry with monoclonal
antibodies to CD3 and CD19, respectively. Total leukocytes of mice treated with
the three drugs in all days showed a significant decrease when compared to the
results of the control group. The proportion of B and T lymphocytes from the
treated animals also decreased significantly in all dates. Spleen sections
revealed a moderated decrease in the cellularity of the white pulp and the
development of lymphocyte apoptosis in mice from groups | and Il. The results
showed that the proposed experimental models demonstrated to be suitable for

studies of murine immunodeficiency.

Keywords: cyclophosphamide, dexamethasone, cyclosporine,

immunosuppression, lymphocytes, mice.



1 INTRODUCAO

Modelos animais tém sido amplamente utilizados em pesquisas
biolégicas como uma alternativa ao estudo de doencas, pois eles reproduzem
de forma similar tais condicbes (FERREIRA et al., 2005).

Sabe-se que determinadas enfermidades somente ocorrem em
individuos com imunossupressdo. Neste sentido, modelos animais com
deficiéncias imunes podem ajudar no estudo das mesmas. Além disso, sao
usados na pesquisa da resposta imune e nos diferentes elementos envolvidos
na defesa contra as doencas. Camundongos portadores de deficiéncias
imunologicas adquiridas geneticamente, tais como 0S animais atimicos
(também chamadas de nude) e os camundongos com imunodeficiéncia
combinada severa (SCID) sao frequentemente usados como modelos animais
imunossuprimidos, contudo sua criagcdo e manutencao tém alto custo, sendo
restrita no aspecto financeiro (STANLEY e VIRGIN, 1993; DIDIER et al., 1994;
SEYDEL e STANLEY, 1996).

Drogas imunossupressoras podem ser utilizadas em pesquisas para
diminuir a resposta imune em animais. Entre 0os agentes imunossupressores
empregados estdo a dexametasona (Dx), a ciclosporina (CsA), a ciclofosfamida
(CY) entre outras (LALLO, 1998; CASTRO, 1999; LALLO et al., 2002).

A Dx € um glicocorticéide amplamente utilizado por suas propriedades
imunossupressoras e antiinflamatérias, tanto na medicina humana quanto na
veterinaria. Essa droga possui atividade linfopénica, especialmente quanto a
producao de linfécitos T. A Dx pode induzir a apoptose em diferentes células do

sistema imunoldégico, incluindo os precursores de linfocitos T e B imaturos e



linfécitos T maduros. Este glicocorticéide também inibe a transcricdo de
importantes citocinas como a interleucina 2 (IL -2) e interferonrgama (IFN-?), os
guais sao essenciais para a proliferacdo de linfécitos T (NORBIATO et al.,
1997; KUPERMAN, 2005).

Por sua vez, a CsA, um potente imunossupressor, exerce seu efeito
numa populacédo restrita de células linfoides e poupa as outras células de
linhagem mieldide, conferindo-lhes certa seletividade. CsA inibe a ativacdo de
linfécitos T bloqueando a expressédo de varios genes de citocinas, tais como a
IL-2 e IL-4, que normalmente sdo induzidos na ativacdo dessas células
(MATSUDA e KOYASY, 2000; GARCIA et al., 2004a).

A CY é uma mostarda nitrogenada usada no tratamento de diversos
tipos de cancer (KOLLER, 1982; TURK, 1989) e de doencas auto-imunes
(COUNIHAN e FEIGHERY, 1991; BACH, 1993). A droga é um potente
imunossupressor, atuando em células com alta atividade mitGtica, inibindo tanto
a resposta imune humoral quanto a celular (GARCIA et al., 2004Db).

Apesar de modelos murinos imunossuprimidos por farmacos serem
usados por varios autores (LALLO, 1998; CASTRO, 1999; LALLO et al., 2002)
ndo tem sido feita a analise dos elementos que envolvem a resposta
imunoldgica que refletem a imunidade celular e humoral.

Dos diferentes elementos envolvidos na defesa, os linfécitos sdo as
células centrais do sistema imune responsaveis pela imunidade adquirida e
pelos atributos imunologicos de diversidade, especificidade, memoria e
reconhecimento do proprio e do n&o-proprio. Estas células podem ser
subdivididas em duas principais populacdes, os linfécitos B e os T, baseando-

se em suas fungcbes e nos seus componentes de membrana celular. Os



linfécitos B sdo considerados as células efetoras da resposta imune humoral
enquanto que os linfécitos T constituem o tipo celular responséavel pela
resposta imune celular (GOLDSBY et al., 2002).

Varias técnicas tém sido utilizadas para identificar essas populacdes de
linfocitos B e T, entre elas a imunohistoquimica e a citometria de fluxo, ambas
tendo como principio a utilizacdo de anticorpos monoclonais especificos para
moléculas expressas nesses tipos celulares. Entre varias moléculas presentes
na membrana dos linfocitos, as mais utilizadas como alvos para a sua
identificacdo, sdo a CD3, expresso nos linfocitos T, e a CD19, restrita aos

linfécitos B (GOLDSBY et al., 2002).



2 OBJETIVO

Considerando-se a necessidade de modelos biolégicos mais acessiveis
para a realizagdo de estudos experimentais envolvendo modelos animais
imunossuprimidos, o presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos de 3
diferentes agentes imunossupressores — dexametasona, ciclofosfamida e
ciclosporina sobre os compartimentos celulares responsaveis pela resposta
imune humoral e celular de camundongos. Para tal avaliou-se as populagdes

de linfécitos B (CD19%) e linfécitos T (CD3™) circulantes por citometria de fluxo.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Modelos Animais de Experimentacédo em Imunologia

Modelos animais sdo utilizados em todos os campos da pesquisa
biologica. Estes sdo assim classificados por apresentarem mecanismos
patologicos suficientemente similares aos observados em uma doenga
humana, atuando assim como modelos animais (FERREIRA et al., 2005).

Para as pesquisas bésicas em imunologia, os camundongos tém sido os
animais de escolha. Eles sdo mais facilmente manuseaveis, possuem
caracteristicas geneticamente bem definidas e um ciclo de procriacdo rapido
(ANDERSEN et al., 2004). O sistema imune do camundongo foi caracterizado
de maneira mais extensiva do que qualquer outra espécie. O valor da pesquisa
basica em um sistema que utiliza camundongo é realcado pelo enorme impacto
gue esta pesquisa tem na intervencao clinica na doenca humana (GOLDSBY et
al., 2002).

Linhagens endocruzadas de camundongos isogénicos, isto €, animais
geneticamente idénticos (singénico) produzidos por endogamia sao utilizados
com a finalidade de controlar as variacfes experimentais causadas por
diferencas na composicdo genética dos animais experimentais (GOLDSBY et
al., 2002; ABBAS et al., 2003).

As linhagens isogénicas sdo desenvolvidas por cruzamentos repetidos
entre as ninhadas de irmaos e irmas. A endogamia repetida por 20 geracgdes,
geralmente, fornece uma linhagem cujas ninhadas sdo homozigéticas em mais

de 98% de todos os loci. Mais de 150 diferentes linhagens endocruzadas de



camundongos estéo disponiveis, sendo que os Balb/c, produzido pela primeira
vez por MacDowell, sdo muito utilizados no Brasil (GOLDSBY et al., 2002;

ANDERSEN et al., 2004).

3.2 Agentes Imunossupressores

3.2.1 Ciclosporina (CsA)

A CsA, potente imunossupressor, € um polipeptideo ciclico, contendo 11
aminoacidos. Ela deriva de um fungo do solo da Noruega, o Tolypocladium
inflantum gams e foi introduzida na década de 70 para provavel uso em
transplante de 6rgaos sélidos. No entanto, seu uso efetivo ocorreu em 1983, no
Eurpean Multicenter Trial Group, e, a partir desta data, vem melhorando
substancialmente a sobrevida de pacientes submetidos a transplantes
(GARCIA et al., 2004a; REZZANI, 2004).

Diferente de outras drogas imunossupressoras, como 0S agentes
alquilantes, a CsA ndo é uma droga citotoxica. A CsA exerce seu efeito numa
populacéo restrita de células linféides e poupa as outras células de linhagem
mieldide, conferindo-lhes certa seletividade. CsA inibe a ativacao de linfocitos T
blogueando a expressao de varios genes de citocinas, como a IL-2 e IL-4, que
normalmente sdo induzidos na ativacdo dessas células (MATSUDA e
KOYASY, 2000; GARCIA et al., 2004a).

A acdo supressora da CsA resulta na inibicdo da ativacdo de linfocitos T.
Essa acdo depende da formacdo de um complexo heterodimérico com seu

receptor citoplasmaético, a ciclofilina, especialmente com a ciclofilina A, de peso



molecular de 17 kDa, que é a imunofilina mais abundante encontrada nas
células T. A ciclofilina € uma peptil-propil cis-trans isomerase, mas sua
atividade isomerase néo parece ser relevante a sua atividade
imunossupressora das drogas que a elas se ligam. Em vez disso, os
complexos imunofiliana-droga ligam-se e inibem a calcineurina, resultando na
inibicAo da expressdo de genes relacionados com a ativacdo celular e
formacao do linfécito T citotoxico (MATSUDA e KOYASY, 2000; REZZANI,
2004).

A calcineurina € uma proteina citossélica pertencente a superfamilia das
serina/treonina fosfatases, que é formada por duas subunidades, uma catalitica
(calcineurina A, CnA) e uma regulatéria (calcineurina B, CnB). A calcineurina é
ativada quando ocorrem elevadas concentracdes de Ca®" intracelular. O
aumento do Ca?* intracelular livre leva a ativacdo da proteina ligadora de Ca?",
calmodulina. A calmodulina ativada se liga a subunidade catalitica (CnA) da
calcineurina, levando a ativagcdo de sua atividade fosfatase (MATSUDA e
KOYASY, 2000; REZZANI, 2004).

O complexo ciclofilina/CsA se liga diretamente a CnA da calcineurina,
inibindo entdo sua atividade. A calcineurina defosforila certas proteinas
reguladoras nucleares, como o NFAT (fator nuclear de células T ativadas)
(MATSUDA e KOYASY, 2000; REZZANI, 2004).

O NFAT é um fator de transcricdo cuja nomenclatura é errénea, pois se
sabe agora que esses fatores de transcricdo sdo encontrados nao somente nas
células T, mas também nas células B, NK, mastécitos, mondcitos e em

algumas células hematopoiéticas. O NFAT contéem uma seqUéncia de

aminoacidos chamada de sinal de localizacao nuclear, que permite que ele seja



translocado no nucleo. Nas células nado-estimuladas, essa seqUéncia é
inoperante pela fosforilagdo de residuos de serina/treonina. Uma vez que o
NFAT é defosforilado pela calcineurina, ele entra no ndcleo, onde atua como
uma proteina reguladora de transcricdo, ligando-se a regido promotora de
genes de IL-2, IL-4, FN-?, causando a transcricdo dos mesmos e a secrecao
das referidas citocinas (JANEWAY et al., 2001).

A importancia do NFAT na ativacdo das células T é ilustrada pelos
efeitos inibidores eletivos da CsA sobre este fator de transcricdo. O bloqueio do
NFAT é considerado, portanto, o principal efeito da CsA. Este leva a inibicdo da
transcricdo de citocinas, sendo que o bloqueio de IL-2 parece ser o mais
importante, mas ocorre também diminuicdo da producdo de IL-4, gama-
interferon e fator de necrose tumoral (KAHAN, 1989; JANEWAY et al., 2001).

Estudos também tém mostrado que a ativacdo da calcineurina também
transcola para o nucleo membros da familia do NFAT, sugerindo-se que esses
ajudariam a manter a ativacdo do NFAT no nucleo (SHIBASAKI et al., 1996).
Entre os membros da familia do NFAT estdo o NFAT1, NFAT2 e NFAT4, que
estdo envolvidos na ativacao transcricional de genes que codificam citocinas,
incluindo IL-2 e IL-4 e também CD40L. Por impedir a ativacao da calcineurina,
a CsA inibe deslocamento desses membros da familia do NFAT para o nucleo
e subseqgliientemente a expressao de genes para ativacao de linfécitos T (RAO
etal., 1997).

A ativacdo transcricional do gene IL-2 necessita da interacdo de varios
fatores de transcricéo, incluindo AP-1, NF-?B e NFAT (CRABTREE, 1989). O
NF-?B é um heterodimero de duas proteinas relacionadas de 65 kD e 50 kD

(p65 e p50). Essas proteinas compartilham uma regido de homologia em seus



terminais N, a qual é requerida para ligacao e dimerizacdo de DNA. Nas células
quiescentes, NF-?B € encontrado no citoplasma, ligado a um inibidor chamado
[-?B. Em resposta a um sinal extracelular, 1-?B é fosforilado, ubiquitinado e
degradado no proteossoma e, desta forma, o NF-?B é transloca-se para o
nacleo e regula a expressdo génica (LODISH et al.,, 2002). Ja o fator de
transcricdo AP-1 é um heterodimero de Fos e Jun, os quais regulam a
expressao de muitos genes envolvidos no crescimento celular (JANEWAY et
al., 2001).

Tem sido demonstrado que a CsA afeta a atividade da AP-1 e do NF-?B,
em adicdo ao NFAT, implicando assim, na presenca de outros alvos para essa
droga, além da via calcineurina/NFAT (MATTILA et al., 1990; RINCON e
FLAVELL, 1994).

De acordo com SU et al. (1994) e MATSUDA et al. (1998) também ha
evidéncias de que a CsA bloqueia as vias de sinalizacdes JNK e p38, em
adicdo a via calcineurina/NFAT. Tanto a JNK como a p38 sdo proteinas
serino/treoninoquinases, pertencentes a superfamilia das MAP-quinases
(MAPK). Essas proteinas sdo ativadas no citosol em respostas a sinais
extracelulares especificos e podem ser translocadas para o nucleo (LODISH et
al., 2002). Desta forma, a acédo da CsA em diferentes alvos de sinalizacdo nos
linfécitos T, pode explicar a alta especificidade de sua atividade

imunossupressora (MATSUDA et al., 1998).

3.2.2 Corticosteroéides
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Os glicocorticoides sdo importantes  esterbides  secretados
principalmente pelas células da zona fasciculada das supra-renais, cuja sintese
€ estimulada pelo hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH), secretado pela
hipofise anterior. Os principais hormoénios enddgenos sédo a hidrocortisona,
também chamado de cortisol, e a corticosterona. Ambos afetam o metabolismo
dos hidratos de carbono e das proteinas (RANG et al., 2001; GUYTON e HALL,
2002).

Os corticosterdides sdo derivados farmacologicos dos membros da
familia de glicocorticoides e, entre esses analogos sintéticos estdo a
dexametasona, a prednisona, a prednisolona e a metilprednisona. Esses
farmacos quando comparados com o seu analogo enddgeno, o cortisol, séo tao
potentes quanto este, como a prednisona, ou no caso da prednisolona e a
metilprednisona séo quatro e cinco vezes mais potentes, respectivamente. Ja a
dexamentasona € trinta vezes mais potente do que o cortisol, sendo esta
regularmente utilizada para fins antiinflamatérios e imunossupressores, tanto
na medicina humana como na veterinaria. Esses potentes agentes
anfiinflamatorios exercem varios efeitos que resultam na reducao do numero e
atividade das células do sistema imune (GUYTON e HALL, 2002).

O tratamento com corticosterdides causa um decréscimo no numero de
linfécitos circulantes, como resultado principalmente da lise dos linfécitos
induzida pelo esterdide (linfélise). Algumas espécies de animais como, por
exemplo, hamster, camundongo, rato e coelho, sdo particularmente sensiveis a
linfolise induzida pelo corticosterdide. Nestes animais, o tratamento com

corticosteroides em doses baixas causa um linfolise disseminada em que o
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peso do timo é reduzido em cerca de 90% e, o baco e os linfonodos também
encolhem visivelmente (GOLDSBY et al., 2002).

Nos roedores, os corticosterdides induzem a morte celular programada
dos timdécitos imaturos, enquanto que os timocitos maduros séo resistentes a
esta atividade. Duas horas apés a incubacdo in vitro com os corticosteroides,
0s timadcitos imaturos comecam a apresentar uma morfologia caracteristica de
apoptose, e 90% da cromatina € degradada, em aproximadamente, 24 horas
apoés o tratamento (GOLDSBY et al., 2002).

Semelhante a outros hormonios esterdides, os corticoides sao lipofilicos
e, desta maneira, conseguem atravessar a membrana plasmatica das células.
Uma vez no citosol eles agem através da ligacdo a um fator de transcricao
nuclear, o receptor de glicocorticoide (RG). Esse receptor se encontra em
guase todos os tecidos, incluindo linfocitos T e B e timécitos (GAYNON e
LUSTIG, 1995; GOLDSBY et al., 2002).

O RG é uma proteina de 777 aminoacidos, de 86kDa, localizada no
citoplasma das células, e consiste de trés dominios primarios, formado por um
aminoterminal, um carboxiterminal e um dominio central. O dominio
aminoterminal é requerido para a ativacdo transcricional enquanto que o
carboxiterminal é onde ocorre a ligacdo ao esteréide. J& o dominio central
codifica dois dedos de zinco que reconhecem uma sequUéncia de acido
desoxirribonucléico (DNA) especifica dentro da regido promotora de genes
responsivos aos glicocorticéides (GAYNON e LUSTIG, 1995).

Uma vez que os corticoides se ligam ao RG, os complexos resultantes
receptor-horménio sdo subsequientemente transportados para o nucleo, onde

eles se ligam a sequéncias especificas de DNA reguladoras ora ativando, ora
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inibindo a transcricdo (GAYNON e LUSTIG, 1995; GOLDSBY et al., 2002). Foi
demonstrado que os corticosterdides induzem um aumento na transcricdo do
inibidor de NF-kB (I-kB). A ligacao deste inibidor ao NF-kB no citosol impede a
translocacdo do NF-kB para o nucleo e, conseqientemente, evita a ativacédo de
inimeros genes pelo NF-kB incluindo os genes envolvidos na ativacdo de
linfocitos T e na producéo de citocinas (GOLDSBY et al., 2002).

ApOs administragdo inicial, os corticosterdides exibem um efeito
marcadamente litico sobre os linfocitos e os mecanismos de lise celular sdo
varios, entre eles: inibicdo de linfocinas essenciais a proliferacdo e
sobrevivéncia celular, parada do ciclo celular, alteragcbes na expressao de
varios oncogenes e apoptose (morte celular programada) (GAYNON e LUSTIG,
1995). Mecanismos que levam a estas alteracbes incluem a inibicdo da
passagem da fase -G;, sintese de novos genes e, consequentemente, de
acido ribonucléico (RNA) e proteinas (GAYNON e CARREL, 1999). Outros
fatores que influenciam a apoptose celular incluem a degradagédo de proteinas
regulatorias, que inibem a apoptose e/ou ativacdo de proteinas que promovem
a morte celular (proteassoma multicatalitico), presenca de caspases, familia de
proteinas Bcl-2 e alteracdo na homeostase de calcio (FRANKFURD e ROSEN,

2004).

3.2.3 Ciclofosfamida (CY)

Ciclofosfamida (N,N-di-2-cloroetil-N’-O-trimetilenofosfodiamida) €é um
agente alquilante do tipo mostarda nitrogenada que interfere com a sintese do

DNA e sua principal acdo farmacolégica é sobre os tecidos em divisdo
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(JANEWAY et al., 2001). Este farmaco possui 2 grupos alquil que sdo capazes
de se ligarem de forma covalente com substancias nucleofilicas nas células
(RANG et al., 2001).

O processo de alquilagcdo da CY possui um significante efeito citotoxico,
mutagénico e carcinogénico. Apesar de varios constituintes nucleofilicos
celulares poderem ser alquilados, tais como RNA, proteinas e componentes de
membrana, 0s eventos citotoxicos primarios ocorrem pela alquilacdo do DNA,
formando acidos nucléicos modificados por ligaces estabelecidas
intrafilamento ou ligacéo cruzada (RANG et al., 2001).

A alquilagédo consiste na introducdo de cadeia alifatica em composto
ciclico, por substituicdo de um hidrogénio por um radical alquilico. A acdo dos
agentes alquilantes baseia-se na afinidade de seus grupos eletrofilicos
(cloroetilamina, etilenoiminas e ésteres do acido sulfénico) para com grupos
nucleofilicos (OH, SH, NH) das proteinas, carboidratos e acidos nucléicos. Por
esse mecanismo atuam de maneira muito semelhante as radiagfes ionizantes
(raio X, isotopos radioativos), tanto do ponto de vista bioquimico como
farmacodinamico, de onde terem sido chamados anteriormente agentes
radiométicos (MILLER et al., 1977).

A CY foi desenvolvida originalmente para o tratamento de cancer e, apos
observacdes de que era citotoxica para os linfocitos em divisdo, também se
descobriu que era imunossupressora. O uso desse composto € limitado por
uma variedade de efeitos citotdxicos sobre os tecidos do corpo, os quais tém
em comum a propriedade da divisdo celular continua (JANEWAY et al., 2001).
Sua toxicidade geralmente é expressa quando a célula entra na fase S (sintese

de DNA) e a continuidade do ciclo € bloqueada na fase G, (pré-mitética)
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(RANG et al., 2001). Adicionalmente, maior sensibilidade celular a alquilacédo
parece ocorrer no final de G; (pré-sintese de DNA) ou S do que em G, mitose
ou inicio de G; (CALABRESI e PARKS, 1987; CHABNER et al., 1996).

Os efeitos hematolégicos do tratamento com CY incluem principalmente
linfocitopenia, afetando tanto o numero como a fungédo de linfocitos T e B,
inibindo tanto a resposta imune humoral quanto a celular (ROITT et al., 1999;
GARCIA et al., 2004b). Além da funcdo imune reduzida pelo efeito da CY, esta
também causa anemia, leucopenia, granulocitopenia e trombocitopenia
(JANEWAY et al., 2001).

A droga pode ser administrada por via oral, intravenosa, intramuscular
ou diretamente nas cavidades pleural ou peritoneal (RANG et al., 2001). Tanto
em humanos quanto em animais experimentais, apds doses baixas de CY,
observa-se uma reducdo maior no numero de linfécitos B do que no de
linfocitos T e, neste grupo, a subpopulacdo CD8 é mais reduzida do que a T
CD4; entretanto, com doses mais elevadas, todos os tipos celulares
encontram-se igualmente reduzidos (JANEWAY et al., 2001). A CY é usada em
altas doses quando o objetivo € eliminar todos os linfécitos em divisdo, como
no tratamento de alguns receptores de transplantes de medula éssea. Ja em
doses memores, essa droga € utilizado em combinacdo com outros farmacos
como os corticosteréides, para tratar as respostas imunes indesejadas, como
no caso de doencas auto-imunes (ROITT et al., 1999).

Em razao da interferéncia na funcéo das células T e B, a CY é eficaz no
controle da producédo de anticorpos e da imunidade mediada por células em

animais de experimentacdo exercendo assim, um papel importante no estudo
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tanto das doencas por auto-anticorpos quanto na rejeicdo de enxertos e

resposta imune frente a doencas infecciosas (ROITT et al., 1999).

3.3 Compartimentos Celulares da Resposta Imune Celular e Humoral

Dos diferentes elementos envolvidos na defesa, os linfécitos séo as
células centrais do sistema imune responsaveis pela imunidade adquirida e
pelos atributos imunologicos de diversidade, especificidade, memoéria e
reconhecimento do proprio e do ndo-préprio. Assim como 0s outros tipos de
leucécitos, os linfocitos sdo produzidos na medula 6ssea pelo processo de
hematopoiese e ao sairem desta, circulam nos sistemas linfaticos e sanguineos
e se localizam em varios 6rgéos linfoides, como linfonodos e baco (JANEWAY
et al., 2001; ABBAS et al., 2003).

Os linfécitos no homem constituem 20-40% das células sanguineas
brancas do corpo e 99% das células da linfa. Existem aproximadamente 10*!
linfécitos no corpo humano, variando este nimero entre 10'°-10%2, dependendo
do tamanho do corpo e da idade (GOLDSBY et al., 2002). JA nos
camundongos esse tipo celular € predominante entre os glébulos brancos e,
diferentes autores tém demonstrado que a propor¢cdo dessas ceélulas varia de
70-90% dos leucécitos totais no sangue circulante (PEREIRA et al., 2003;
BESSLER et al., 2004; LEE et al., 2004).

Estas células linféides podem ser subdivididas em duas principais
populacdes, os linfocitos B e os T, baseando-se em suas funcées e nos seus

componentes de membrana celular. Essas células sdo pequenas, moveis e
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nao-fagociticas que ndo podem ser distinguidas morfologicamente (GOLDSBY
et al., 2002; ABBAS et al., 2003).

Os linfocitos T e B que ndo interagiram com os antigenos - referidos
como virgens ou nao-estimulados - séo células em repouso na fase Gy do ciclo
celular. Conhecidas como linfocitos pequenos, estas células tém somente
cerca de 6 um de diametro; seu citoplasma forma uma borda dificilmente
distinguivel ao redor do nucleo. Os linfocitos pequenos tém a cromatina
densamente empacotada, poucas mitocondrias e o reticulo endoplasmaético e o
complexo de Golgi pouco desenvolvidos (GOLDSBY et al., 2002).

A interacdo de linfécitos pequenos com o antigeno, na presenca de
determinadas citocinas, induzem estas células a entrarem no ciclo celular,
prosseguindo gradualmente de G a G; e subsequentemente em S, G e M
(GOLDSBY et al., 2002). Como avancam no ciclo celular, os linfécitos crescem
para 15 um de diametro em células blasticas, denominadas de linfoblastos.
Estas células tém uma alta proporcdo entre citoplasma e nucleo e maior
complexidade de suas organelas do que os linfocitos pequenos. Os linfoblastos
se proliferam e, eventualmente, diferenciam-se em células efetoras ou em
células de memoéria (JANEWAY et al., 2001; GOLDSBY et al., 2002).

As células efetoras funcionam de varias maneiras a fim de eliminar o
antigeno. Estas células tém vida curta, variando, geralmente, de poucos dias a
poucas semanas. As células plasmaticas - as células efetoras secretoras de
anticorpos da linhagem da célula B - tém um citoplasma caracteristico que
contém abundante reticulo endoplasmatico, devido a alta taxa de sintese
protéica, arranjado em camadas concéntricas e, também muitas vesiculas de

Golgi. As células efetoras da linhagem da célula T incluem as células T
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secretoras de citocinas (células T auxiliares) e os linfocitos T citotoxicos (CTL)
(JANEWAY et al., 2001; GOLDSBY et al., 2002).

Alguns dos descendentes dos linfoblastos T e B se diferenciam em
células de memdria. A persisténcia desta populacdo de células é responsavel
pela imunidade por toda a vida, para muitos patégenos. As células de memdéria
se assemelham aos linfocitos pequenos, mas podem ser distinguidas das
células virgens pela presenca ou auséncia de determinadas moléculas de
membrana celular (JANEWAY et al., 2001; GOLDSBY et al., 2002).

Uma resposta imune eficaz contra uma diversidade muito grande de
patégenos envolve tanto os linfécitos T como os linfocitos B, considerados as
células efetoras da resposta imune celular e humoral, respectivamente. Essas
células produzem e exibem os receptores de superficie celular ligadores do
antigeno, que Ihes conferem sua especificidade contra uma diversidade muito
grande de antigenos nao-proprios (JANEWAY et al., 2000; ABBAS et al.,

2003).

3.3.1 Linfécitos B

A maturacdo dos linfocitos B ocorre dentro da medula Ossea e a
designacao da letra “B” se origina do seu sitio de maturagéo, ou seja, na bursa
de Fabricius em péassaros. O nome tornou-se apropriado para o seu principal
local de maturacdo, a medula éssea (Bone Marrow), em um numero de
espécies de mamiferos, incluindo os humanos e os camundongos (GOLDSBY

et al., 2002).
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As células B maduras sao facilmente distinguiveis de outros linfocitos
devido a sintese e expressdo de moléculas de imunoglobulina (anticorpos)
ligadas a membrana que atuam como receptores do antigeno. Cada uma das
aproximadamente 1,5 x 10° moléculas de anticorpo da membrana de uma
Unica célula B tem um sitio de ligacdo idéntico para o antigeno (GOLDSBY et
al., 2002).

A interacdo entre antigeno e anticorpo ligado a membrana das células B
virgens maduras, assim como, as interacbes com as células T e os
macrofagos, induz seletivamente a ativacao e a diferenciacdo dos clones das
células B de especificidade correspondente. Nesse processo, as células B se
dividem repetidamente e se diferenciam em um periodo superior de 4 a 5 dias,
gerando uma populacdo de células plasmaticas e células de memoria
(GOLDSBY et al., 2002).

As células plasmaticas que néo possuem anticorpos ligados a
membrana sintetizam e secretam uma das cinco classes de anticorpo. Todos
os descendentes clonais de uma determinada célula B secretam as moléculas
de anticorpo com a mesma especificidade de ligacdo antigénica. As células
plasmaticas sdo células terminalmente diferenciadas e muitas morrem em uma

ou duas semanas (GOLDSBY et al., 2002).

3.3.2 Linfécitos T

Os linfocitos T também se originam na medula 6ssea. De modo diferente
das células B que maturam dentro da medula 0ssea, as células T migram para

a glandula do timo para maturar. Durante a sua maturacédo dentro do timo, as
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células T comecam a expressar uma Unica molécula ligadora de antigeno,
denominada de receptor das células T (TCR) na sua membrana. Embora este
receptor seja estruturalmente distinto de wuma imunoglobulina, eles
compartilham algumas caracteristicas estruturais em comum com as moléculas
de imunoglobulinas, mais notavelmente na estrutura de seus sitios de ligacao
ao antigeno (JANEWAY et al., 2000; GOLDSBY et al., 2002).

Diferente dos anticorpos ligados a membrana das células B, os TCRs
nao reconhecem antigenos livres. Em vez disso, esses receptores reconhecem
o antigeno somente quando ligado a determinadas classes de moléculas
proprias. A maioria das células T reconhece o antigeno somente quando ele
esta ligado a uma molécula propria codificada por genes do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) (JANEWAY et al., 2000; GOLDSBY et al.,
2002).

Uma diferenca fundamental entre os ramos do sistema imune humoral e
mediado por célula € que a célula B é capaz de ligagdo com o antigeno soluvel,
enquanto que a célula T esta restrita a ligacdo do antigeno que esta exposto
nas proprias células. Para serem reconhecidos pela maioria das células T,
estes antigenos devem estar juntamente com as moléculas do MHC na
superficie das células apresentadoras de antigenos ou nas células infectadas
por virus, nas células cancerosas e nos enxertos (JANEWAY et al.,, 2000;

GOLDSBY et al., 2002).

3.4 Marcadores de Superficie de Linfécitos
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As moléculas de superficie celular reconhecidas pelos anticorpos
monoclonais sdo chamadas de antigenos, uma vez que podem ser produzidos
anticorpos contra eles; mas também podem ser designadas "marcadores”, pois
identificam e discriminam diferentes populagcdes celulares, como células de
linhagens particulares ou estado de diferenciacdo das mesmas células (ABBAS
et al., 2003).

Um marcador de superficie que identifica uma linhagem ou um estégio
celular particular, que tenha uma estrutura definida e que seja reconhecido por
um grupo de anticorpos monoclonais, € designado como grupo de
diferenciagéo ou "CD" (cluster of differenciation) (ABBAS et al., 2003). Desta
forma, todos os antigenos da superficie dos leucdécitos cujas estruturas sejam
definidas recebem a designacdo CD, seguida de um ndmero; ou a
nomenclatura Ly para marcadores em camundongos. Quando um antigeno Ly
de camundongo é identificado como um homologo CD humano, o Ly é retirado
e redesignado com CD apropriado (LAI et al., 1998).

Entre os varios antigenos expressos na superficie dos linfocitos B, os
CD19, CD20 e CD22, sao atualmente os principais marcadores utilizados na
identificacdo de células B humanas e em camundongos (LAl et al., 1998).

O CD19 é uma glicoproteina transmembranica de 95 kDa, um membro
da superfamilia das imunoglobulinas, que €& expressa durante todo o
desenvolvimento do linfécito B a partir da célula pré-B, nos estagios de
maturacdo da célula B e deixa de se expressar no plasmadcito. Na superficie
desta célula B, a molécula CD19 associa-se com o CD21 (CR-2) e o CD81
(TAPA-1), e esse complexo multimolecular sinergiza com imunoglobulinas da

superficie para promover ativacdo celular. O CD19 participa no
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desenvolvimento e ativacdo do linfocito B, na maturacdo dos linfocitos B de
memodria e na regulacdo da tolerancia (KROP et al., 1996; SATO et al., 1997).
Semelhante ao linfocito B, os linfécitos T expressam moléculas de
membrana distintas. Todas as subpopulagdes das células T expressam o
TCR, um complexo de polipeptideos que inclui o CD3; e a maioria pode ser
diferenciada pela presenca de uma ou outra molécula de membrana, como o
CD4 e CD8. Além disso, a maioria dos linfécitos T expressa muitas outras
moléculas de membrana como o CD7, CD8, CD96, CD121, CD134, entre

outros (GOLDSBY et al., 2002).

3.5 Imunofenotipagem de Linfécitos por Citometria de Fluxo

Técnicas como a citometria de fluxo e a imunohistoquimica tém sido
utilizadas para identificar as populacdes de linfocitos B e T, ambas tendo como
principio a utilizacdo de anticorpos monoclonais especificos para moléculas
expressas nesses tipos celulares.

A citometria de fluxo € um método que permite a andlise de células em
suspensdo, promovendo a identificacdo e a quantificacdo de células pelo
tamanho, granulosidade e intensidade de fluorescéncia das mesmas. Apesar
do custo elevado e da necessidade de técnicos especializados para realizagéo
da avaliacéo citofluorométrica, esta técnica tem uma ampla aplicacdo em varios
segmentos da imunologia, da biologia celular e da hematologia (ROITT et al.,
1999).

O citdmetro de fluxo é o aparelho utilizado para avaliagdo da emissao de

fluorescéncia das células (FACS — Fluorescence Activated Cell Sorter). A
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avaliacdo do tamanho relativo da célula (“Forward scatter — FSC”) e da
granulosidade ou complexidade interna da célula (“Side Scatter — SSC”)
permite a classificacdo dos leucdcitos em linfocitos, mondécitos e granuldcitos
(GRINDEM, 1996). A imunofenotipagem consiste no isolamento de populacdes
de células distintas com diferentes antigenos de superficie marcados com
anticorpos fluorescentes especificos. Os linfécitos B e T, por exemplo, séo
identificados claramente e separados uns dos outros por anticorpos contra as
regides constantes dos receptores de antigenos das células B e T, como o
CD19 e CD3, respectivamente (ROITT et al., 1999).

A andlise dos linfécitos pela citometria de fluxo deve ser acompanhada
pelas contagens totais e diferenciais de leucécitos. A quantidade absoluta das
subpopulacdes linfocitarias é determinada pelas porcentagens da citometria de
fluxo, o valor total de leucdcitos e o valor diferencial relativo de linfécitos. E
importante conhecer a distribuicdo normal das populacbes de linfocitos em
animais sadios para aplicar a citometria de fluxo e utiliza-la para definir
doencas, monitorar seu progresso e auxiliar no prognostico (BYRNE et al.,
2000).

A imunofenotipagem de linfécitos € uma aplicacdo comum da citometria
de fluxo em imunologia e hematologia de seres humanos, e tem sido utilizada
para estudar os efeitos de doencas e modificagcbes do sistema imune nas
populacdes de linfécitos. Na medicina veterinaria, essa técnica vem
comecando a ser utilizada a fim de avaliar a apoptose, a progressao das
infeccbes pelos virus da imunodeficiéncia felina e da leucemia felina, a
resposta de transplantes de Orgdos em modelos caninos, a resposta

imunologica frente as infeccbes (BYRNE et al.,, 2000) e ao tratamento
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guimioterapico de animais acometidos por leucemias e linfomas (RIVAS et al.,

1996).
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4 METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 54 camundongos isogénicos Balb/c, livres de
patogenos especificos, machos, com cinco semanas de idade, provenientes do
Biotério de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da
Universidade de Séo Paulo (USP). O estudo foi aprovado pelo comité de ética
em pesquisa da Universidade Paulista (UNIP), sob protocolo n° 01/05
CEP/ICS/UNIP, dentro das normas que regulamentam a pesquisa envolvendo

animais.

4.2 Tratamento Imunossupressivo

Os animais foram separados em 4 grupos da seguinte forma — o grupo |
(n=9), recebeu apenas agua destilada estéril, por via intraperitoneal (ip); o
grupo Il (n=15) recebeu duas doses semanais de 75 mg/Kg de CY (ip),
administradas com intervalo de, no minimo 72 horas; o grupo Ill (n=15) recebeu
5 mg/Kg de Dx (ip) administradas diariamente e o grupo IV (n=15) recebeu 10
mg/Kg de CsA (ip), 3 vezes por semana, por todo o periodo experimental.

Durante o desenvolvimento do experimento, 0s animais permaneceram
isolados no biotério da Universidade Paulista (UNIP), onde foram mantidos em
caixas de polipropileno contendo maravalha previamente esterilizada por

autoclavagem (130°C por 20 minutos), e trocadas 3 vezes por semana. Os
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camundongos receberam agua ad libitum e racdo peletizada previamente

esterilizada.

4.3 Sacrificio dos Animais, Colheita e Processamento dos Materiais

4.3.1 Sacrificio dos Animais

O sacrificio dos animais foi realizado aos 7, 14 e 28 dias apos o inicio da
aplicacdo das drogas por meio do aprofundamento da anestesia com éter
etilico. Cinco animais dos grupos I, Ill, IV e 3 animais do grupo |, foram

sacrificados nos respectivos dias.

4.3.2 Colheitado Sangue

Durante o aprofundamento da anestesia inalatdria com éter etilico, antes
da parada respiratoria, foi coletado o sangue dos animais, para realizacdo do
leucograma e andlise das populacbes de linfécitos T e B circulantes por
citometria de fluxo. Tal coleta foi realizada por sangria através da artéria
braquial esquerda com seringa contendo o0 anticoagulante &cido

etilenodiaminotetracético dissédico (EDTA).

4.3.3 Leucograma

A contagem dos leucdcitos totais foi realizada em camara de Newbauer.

A partir do sangue colhido com EDTA, foi feita uma diluicdo deste de 1:20 com
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o liquido de Turk (hemolitico) e, em seguida, foram contados os leucdcitos dos
4 quadrantes laterais da camara de Newbauer. Apds a contagem, foram
somados os valores dos quadrantes e, em seguida, dividido por 4 e
multiplicado entdo por 200. Os valores foram expressos em leucdcitos/mm? de
sangue.

Para a contagem diferencial foram feitos esfregacos sanglineos a partir
do sangue coletado no momento da sangria. Estes esfregacos foram corados
com pandtico e entdo se procedeu a contagem em microscoépio de luz. Foram
contados nos campos, através de movimentos de zigue-zague ao longo do
esfregaco sangliineo, um total de 100 células. O resultado foi expresso em

leucécitos/mm? de sangue (valor absoluto) de cada tipo celular.

4.3.4 Citometriade Fluxo

4.3.4.1 Marcacao de Células para Analise em Citémetro de Fluxo

Para a avaliacdo da porcentagem dos linfécitos T e B, o sangue total
colhido com EDTA foi diluido em solu¢do hemolitica tamponada, para lise das
hemacias, e centrifugado a 1500 rpm por 3 minutos. Esse procedimento de
centrifugagéo foi repetido de duas a trés vezes, descartando-se o sobrenadante
apos cada centrifugacéo e, ressuspendendo-se o sedimento com novo tamp&o
hemolitico. Ao final deste processo restava somente um botdo de células
remanescentes, contendo os leucécitos polimorfonucleares e mononucleares.
Logo apos foi realizada a lavagem do sedimento com solugdo tamponada por

fosfato (PBS).
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A solucdo de PBS contendo os globulos brancos foi ajustada para 1 x
10°® leucécitos/uL e incubada na proporcdo de 1:100 com o0s anticorpos
monoclonais anti-mouse CD3e conjugado ao fluorocromo aloficocianina
(Allophycocyanin - APC; Pharmingen, USA) e anti-mouse CD19 conjugado ao
fluorocromo R-ficoeritrina (phycoerythrin — R-PE, Pharmingen, USA) (QUADRO

1),

QUADRO 1 Anticorpos monoclonais utilizados

Descricéo Clone
APC? anti-mouse CD3e 145-2C11
R-PE® anti-mouse CD19 1D3

2 aloficocianina,  R-ficoeritrina

A diluicdo foi feita com 1 pL do anticorpo monoclonalL em 99 uL da
amostra para cada anticorpo (anti-CD4 e anti-CD8) e somente um tubo com a
amostra sem anticorpos, usado como controle negativo da intensidade da
fluorescéncia (IF). No FACS para a avaliacdo da emissao de fluorescéncia das

células, utilizouse o filtro FL2 (para a R-PE) e o filtro FL4 (para o APC).

4.3.4.2 Avaliacao das Populagdes Celulares por Citometria de Fluxo

Para cada um dos tubos contendo as células marcadas foi feita a leitura
e analise da fluorescéncia com o programa de computador CELLQuest
(Beckton Dickinson, San Jose, CA, EUA) no citbmetro FACSCalibur (Beckton
Dickinson, San Jose, CA, EUA). As janelas de aquisi¢do no citdmetro de fluxo
foram definidas pelo tamanho (dispersdo frontal) e granularidade (disperséo

lateral) das células. Além dessas diferencas morfologicas, cada célula era
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detectada a partir dos antigenos de superficie revelados pelos anticorpos
especificos marcados com os fluorocromos, em FACS.

Em todos os experimentos foram utilizados, para cada animal estudado,
tubos de controle negativo com células sem marcacéao, fazendo-se o ajuste da
auto-fluorescéncia da amostra, como ja descrito anteriormente. Em seguida,
foram adquiridos os eventos dos outros tubos do painel do experimento
marcados com 0s respectivos anticorpos. A IF das amostras marcadas com

anticorpos foi obtida pela subtracao do valor da IF do tubo controle negativo.

4.3.4.3 Analise das Populagdes Celulares por FACS

A proporgdo de linfocitos T e B foi expressa em porcentagem dos
leucdcitos totais de sangue periférico através da andlise dos citogramas

gerados pelo programa do citdmetro de fluxo CELLQuest.

4.3.5 Necropsia e Analise Histopatoldgica

Uma vez observada a parada respiratoria, foi iniciada a necropsia do
animal para a retirada do baco. Apés divulsdo da pele da regido abdominal
caudal até a regido toracica cranial e incisdo abdominal, foi feita a retirada do
baco, sendo este transferido logo ap6s para uma solucdo fixadora de
formaldeido a 10%. ApOs permanecer nesta solucao por aproximadamente 72
horas, o 6rgdo foi submetido a desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em

parafina. Entdo Foram obtidos 2 cortes com 5 nm de espessura, 0s quais foram
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corados com hematoxilina-eosina (HE) para avaliagdo de alteracdes

histopatoldgicas pela microscopia de luz.

4.4 Anélise Estatistica

A significancia estatistica da analise dos compartimentos celulares
circulantes dos animais foi estabelecida em p<0,05, sendo que todo o
processamento estatistico foi realizado com auxilio do programa GraphPad

Prisma (versao 4.01), utilizando-se o teste ANOVA, de um critério.
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5 RESULTADOS

5.1 Leucograma

O numero total de leucdcitos (Fig. 1 e Tab. 1) dos animais tratados com
os 3 farmacos, em todas as datas de sacrificios, apresentou uma diminuicdo

significante quando comparados com os resultados dos animais controle.

HEE Grupo | (controle)

©_ 400
£ 350
& 300
‘_3" 250
3 200
O 150
100
500

0

mmm Grupo Il (CY)

*

Controle 7 dias 14 dias 28 dias
Leucdcitos totais. Controle x grupo Il (Dx)

*p<0,05

B Grupo | (controle)

* [ Grupo lll (Dx)

14 dias 28 dias

Leucdcitos totais. Controle x grupo IV (Dx)
*p<0,05

3300

5000

500 HEE Grupo | (controle)
_E 4000
£ 3500
w SO0
% 2500
o e
O 4300

1000

500

Il Grupo IV (CsA)

0
Controle 7 dias  1ddias 28 dias

Leucdcitos totais. Controle x grupo IV (CsA)
#p<0,05

Figura 1. Numero total de leucdcitos circulantes em camundongos tratados com CY (grupo
I1), Dx (grupo Ill) ou CsA (grupo IV) e em camundongos ndo-tratados (grupo | = controle)
aos 7, 14 e 28 dias pos-tratamento. * Valores estatisticamente significantes



Tabela 1 — Leucograma: médias dos leucdcitos de acordo com os grupos estudados
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Parametros Grupo |

Hematolégicos (controle) Grupo I (CY) Grupo Il (Dx) Grupo IV (CsA)

7 dias 14 dias 28 dias 7 dias 14 dias 28 dias 7 dias 14 dias 28 dias
Leucdcitos (10%mm?) 51+0,8 2,2+0,9* 0,1+0,03* 0,5+0,07* 2,0+£0,7* 1,07 £0,7* 44 +1,4% 2,6 £1,9* 0,4+0,1* 3,3+0,4*
Linfécitos (10%/mm?®) 49+0,9 1,8+0,8* 0,6 £0,1* 0,4 + 0,05* 1,2+0,3* 1,5+ 0,5* 2,3+ 0,6% 1,9+1,3* 1,5+ 0,5* 2,5+ 0,5%
Neutréfilos (10%/mm?) 04+0,1 0,4+0,2 0,1+0,03 0,1+0,03 0,8+0,6 1,1+0,7 20+14 0,8+0,4 0,4+0,1 0,7 £0,09
Monécitos (10%mm?®) 0,4+0,1 0,02+0,02 0,01+0,01 0,0£0,0 0,01+0,01 0,02+0,02 0,02+0,03 0,02 +0,03 0,02 + 0,02 0,0£0,0
Eosinéfilos (10%/mm®) 0,04 £ 0,02 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,01+0,01 0,0+0,0 0,0£0,0 0,04 + 0,05 0,02+0,01 0,01 £ 0,02
Basdfilos (10°/mm®) 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0

Os resultados se referem a média + desvio padrao.

* Diferenca estatisticamente significante, p<0,05, em relacéo ao grupo | (controle)
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Na contagem diferencial dos leucécitos (Tab. 1) foi observada uma
diminuicdo significante na porcentagem de linfGcitos totais nos grupos Il, Il e IV

guando comparado ao grupo |, nas trés datas de sacrificio (Fig. 2).

75001
B Grupo | (controle)
2 EE Grupoll (CY)
£
8
=}
o}
%
0
controle 7 dias 14 dias 28 dias
Linfétitos totais. Controle x grupo Il (CY)
* p< 0,05
7500
HEE  Grupo | (controle)
2
] B Grupo Il (Dx)
£ 5000
ES0 T
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——ad
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Linfétitos totais. Controle x grupo Ill (Dx)
* p< 0,05
75007
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E 50001 I Grupo IV (CsA)
S
=
<
=3
© *
© 25007 * i
X

0

controle 7 dias 14 dias 28 dias

Linfétitos totais. Controle x grupo IV (CsA)
*p< 0,05

Figura 2. Nimero de linfécitos totais circulantes em camundongos tratados com CY (grupo

I1), Dx (grupo 11) ou CsA (grupo 1IV) e em camundongos nao tratados (grupo | = controle) aos
7, 14 e 28 dias poOs-tratamento.

* Valores estatisticamente significativos
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5.2 Anélise de Populacdes Celulares por Citometria de Fluxo

A proporcdo de linfécitos B CD19" e linfécitos T CD3* dos animais
tratados com as drogas (grupos I, Il e 1V) (Tab. 2) diminuiram
significativamente em todas as datas dos sacrificios, quando comparados com
0 numero de células dos animais do grupo |, que néo receberam o tratamento

imunossupressor (Fig. 3).

I Grupo | (controle)

I Grupo Il (CY)

Hl Grupo | (controle)

[ Grupo Il (Dx)

EE Grupo | (controle)

Il Grupo IV (CsA)

Figura 3. Porcentagem das populacdes de células B CD19" e T CD3" dos camundongos dos
grupos Il (CY), Il (Dx) e IV (CsA) comparados aos animais do grupo | (controle) e sacrificados
aos 7, 14 e 28 dias. * Valores estatisticamente significativos



Tabela 2 — Valores Porcentuais de linfocitos T CD3" e B CD19" obtidos por citometria de fluxo
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Porcentagem de Grupo |

Linfécitos (controle) Grupo Il (CY) Grupo lll (Dx) Grupo IV (CsA)

7 dias 14 dias 28 dias 7 dias 14 dias 28 dias 7 dias 14 dias 28 dias
Linfocitos T CD3* (%) 14,7+ 3,6 7,6 £ 3,4* 53+2,1* 1,9+1,6* 8,6 £ 3,6* 2,2+0,6* 2,7+1,8* 7,6 £ 3,4* 2,8+2,0* 49+28*
Linfocitos B CD19* (%) 285+7,4 4,7 +2,1* 9,1+7,6% 0,15+ 0,1* 12,8 + 5,4* 72+1,1* 1,0+0,7* 4,7 £2,1* 1,1+£1,3* 13,1 + 6,6*

Os resultados se referem a média * desvio padrao.
* Diferenga estatisticamente significante, p<0,05, em relacéo ao grupo | (controle)
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5.3 Achados Histopatoldgicos

O exame histopatolégico dos bacos dos animais pertencentes aos
grupos Il e lll, sacrificados aos 7 dias, evidenciou uma discreta redugao celular
da polpa branca, que se tornou mais pronunciada nos animais sacrificados no
14° e 28° dias de experimento. Por sua vez, os animais do grupo IV mostraram
discreta reducéo da polpa branca no 14° e 28° dias de sacrificio. Nos animais
do grupo Il e lll, aos 28 dias, também foi observada uma rarefacdo das areas
de bainhas linféides periarteriolares e auséncia de foliculos linféides (Fig. 3A,

BeC).

A coloracdo de HE foi eficaz para verificacdo da ocorréncia de células
em apoptose. Foi evidente a maior ocorréncia de apoptose nos bagos dos
animais pertencentes ao grupo Il e lll (Fig. 4) quando comparados aos animais

dos grupos | e IV.
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X ﬁ* i e I-"k 3 \l%'.,, o
Figura 3. Baco de animais sacrificados aos 28 dias. (A) Animal do grupo | (controle) com evidente
integridade da polpa branca. (B e C) Animais dos grupos Il e Il (CY e Dx, respectivamente) mostrando

evidente reducédo celular na polpa branca com auséncia de foliculos linféides. (D) Animal do grupo IV
(CsA) com apenas discreta reducao celular na polpa branca (40x).

Figura 4. Baco de animais dos gruos Il e 1l mostrando células em apptose (setas). (A) Animal do grupo Il
(CY) sacrificados aos 28 dias. (B e C) Animais do grupo Il (Dx) sacrificados aos 14 e 28 dias, respectivamente
(1000x).



37

6 DISCUSSAO

Modelos murinos imunossuprimidos por drogas tém sido utilizados
experimentalmente em pesquisas. Apesar do seu uso crescente, tais estudos
nao tém analisado diretamente o efeito supressor desses farmacos sobre a
resposta imune celular e humoral (KERR et al., 1982; RUBINO e WALKER,
1988; BASOMBRIO et al., 2000). Em experimentos com animais tratados com
farmacos supressores da resposta imune, a confirmacdo do estado
imunossupressivo se da pelo curso de infeccbes oportunistas, as quais se
manifestam de forma grave nestes animais, sendo comparaveis aos modelos
animais geneticamente imunodeficientes. Neste sentido, o presente trabalho
adiciona a literatura especifica esclarecimentos quanto ao envolvimento de
alguns elementos da resposta imune em camundongos imunossuprimidos
farmacologicamente por CY, Dx e CsA.

LALLO (1998), em um estudo de infeccdo experimental pelo
Encephalitozoon cuniculi em camundongos Balb/c tratados com CsA ou CY,
observou que o0s animais tratados com a CY foram 0s que mais se
aproximaram dos modelos da infeccdo em animais atimicos e SCID,
evidenciados por DIDIER et al. (1994) e KOUDELA et al. (1993),
respectivamente. LALLO et al. (2002) trabalhando com infec¢cdo experimental
em camundongos tratados com Dx, observaram que 0s animais
imunossuprimidos também cursavam com o mesmo quadro clinico de infecgédo
gue os camundongos atimicos e SCID.

Os protocolos utilizados nestes trabalhos, tanto para a CsA (10 mg/Kg, 3

vezes por semana) como para a Dx (5 mg/Kg, diariamente) foram os mesmos
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da presente investigacao, enquanto que para a CY os autores acima utilizaram
a dose de 50 mg/Kg e em neste estudo esta foi de 75 mg/kg.

Os resultados do presente trabalho revelaram claramente o efeito
imunossupressor dos 3 farmacos evidenciado pela redugédo no numero total de
leucocitos circulantes. Essa leucopenia foi consequéncia da reducgdo
significante dos linfocitos observada na contagem diferencial do sangue
periférico. Resultados semelhantes foram observados por ARTYM et al.
(2003b) e BALLEARI et al. (1993), em pesquisas realizadas com camundongos
imunossuprimidos com CY e por SORIANELLO et al. (2002), estudando ac¢ao
imunossupressora da CsA e da Dx em ratos.

Diferentes estudos tém demonstrado o efeito imunossupressor da Dx,
CY e da CsA em modelos animais, tais como ratos (SORIANELLO et al., 2002),
camundongos (MACHADO et al., 1985; TUYAMA et al., 1997; ARTYM et al.,
2003a), frangos (ISOBE e LILLEHOJ, 1993), suinos (DROSSLER et al., 1983),
felinos (LATIMER et al., 1986) e ovinos (GARCIA et al.,, 2004b). Essas 3
drogas, apesar de terem mecanismos de acao distintos, sdo conhecidas como
potentes supressores do sistema imunoldgico.

A CY é um importante agente alquilante que tem efeitos citotoxicos
sobre células com alta atividade mitética. Ja € conhecida a sua acéo
imunossupressora em modelos animais, tais como ovinos (GARCIA et al.,
2004b) e suinos (DERBYSHIRE, 1983; DROSSLER et al.; 1983). O uso de CY
na presente investigacao revelou diminuicdo das populagdes de linfocitos T e B
circulantes ao longo de todo o periodo experimental (28 dias) tal como
observado por REILLY et al. (1983); ARTYM et al. (2003b); SUN et al. (2004) e

BAFNA e MISHRA (2006).
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A Dx é um glicocorticéide sintético que possui acao antiinflamatoéria e
supressora sobre o sistema imune, sendo utilizada amplamente em
experimentos com ratos e camundongos (CHROUSOS, 1995; BESEDVSKY e
REY, 1996). Sua acao fortemente supressora se reflete principalmente na
resposta imune celular, devido aos seus efeitos diretos sobre a populacéo de
linfécitos T (NORBIATO et al., 1997; KUPERMAN, 2005).

Os resultados observados nesse estudo confirmam esse efeito,
mostrando uma diminuicdo significante da populacéo de linfocitos T circulantes
nos animais do grupo lll, tratados com Dx. Também houve uma diminuicdo
significante da populagédo de linfécitos B CD19" do compartimento circulatdrio.
Trabalhos na literatura tém demonstrado esse efeito supressor da Dx sobre
populagdes de linfoécitos B CD19" em camundongos (GARVY et al., 1993;
OSMOND et al.,, 1994) e em humanos (LILL-ELGHANIAN et al., 2002).
Adicionalmente, estudos experimentais similares realizados em suinos por
GATNAU et al. (1995) e LO et al. (2005) também revelaram uma diminuicédo
significativa da resposta imune humoral através da dosagem de
imunoglobulinas.

CsA é uma potente droga imunossupressora utilizada para prevencao de
rejeicdo em casos de transplantes de 6rgdos e no tratamento de doencas auto-
imunes. A CsA inibe a ativacdo de linfécitos T blogueando a expressao de
varios genes de citocinas, tais como a IL-2 e IL-4, que normalmente sao
induzidos na ativacdo dessas células (MATSUDA e KOYASY, 2000; GARCIA
et al., 2004a). Apesar dos estudos demonstrarem que a ac¢do da CsA é
predominantemente ou exclusivamente limitada a resposta imune mediada por

linfécitos T (BOREL et al.,, 1977; WIESINGER e BOREL, 1980), esta droga
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também inibe o processo de formacédo de anticorpos dependentes de células T,
ao passo que para antigenos T-independentes, como o lipopolissacaridio
(LPS), o processo mostra-se pouco afetado (KAHAN, 1985; SHEVACH, 1985;
BOREL, 1989).

CHARAN et al. (1986) e ZIMECHI e WIECZOREK (2001), trabalhando
com modelos murinos experimentais tratados com CsA, descreveram uma
diminuicdo das imunoglobulinas circulantes caracterizando um estado de
supressao da resposta imune humoral. KAIBARA et al. (1983), usando um
modelo de ratos com artrite, também evidenciaram essa mesma
imunossupressdao humoral devido a baixa quantidade de imunoglobulinas
verificada nestes animais apds o uso de CsA. Contudo em nenhum destes
trabalhos foi realizada a quantificacdo de linfocitos B, sendo que tais achados
foram atribuidos a provavel reducéo de interleucinas produzidas por linfécitos
T, responsaveis pela ativacdo dos linfocitos B. Na presente investigacao,
observouse uma evidente reducdo do compartimento celular circulante
caracterizado pela diminuicio de linfocitos T CD3" corroborando com os dados
da literatura. Também se observou uma diminuicdo significativa do
compartimento celular da resposta imune humoral caracterizada pela reducéo
dos linfocitos B CD19". Apesar do mecanismo de agdo sobre as populacdes de
linfocitos B ndo ser conhecido, este estudo demonstra claramente o efeito
direto da CsA sobre esta populacéo celular.

Em relacdo ao exame histopatolégico dos bacos foi evidenciado nos
animais do grupo Il e lll, tratados respectivamente com CY e Dx, deplecao
celular com rarefacdo da bainha linfoide periarteriolar e auséncia de foliculos

linféides. STOCKMAN et al. (1973) e LALLO (1998), trabalhando com
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camundongos imunossuprimidos com CY revelaram achados semelhantes,
descrevendo uma evidente atrofia da polpa branca. QUINTANAR-QUINTANAR
et al. (2004), em estudo experimental com hamsters e NEISHABOURI et al.
(2004), com camundongos, também relataram esse padrao de deplecao celular
em seus animais imunossuprimidos com Dx, corroborando com os dados da
presente investigacao.

LALLO (1998), ndo observou alteracao histopatoldgica compativel com a
administracdo de CsA, em seus animais submetidos ao tratamento com este
agente imunossupressor. Nesta investigacdo, nos animais do grupo IV,
imunossuprimidos com CsA, foi observada apenas uma discreta reducéo
celular da polpa branca quando comparados aos animais nao tratados.

Estudos experimentais tém demonstrado a ocorréncia de apoptose nos
bacos de animais tratados com CY (BLANKENBERG et al., 2001) e Dx
(BATISTA et al., 2005). Os resultados do presente trabalho revelaram maior
ocorréncia de apoptose nos bacos dos animais imunossuprimidos com CY
(grupo 1) e DX (grupo IIl) quando comparados aos animais controle (grupo I) e
aqueles imunossuprimidos com CsA (grupo V), podendo assim, atribuir a
deplecédo celular da polpa branca a esse fenbmeno nos animais tratados com
CY e Dx.

Diante dos resultados apresentados, a utlizaggo de modelos
experimentais empregando-se drogas imunossupressoras pode ser uma
solucdo para os que pretendem fazer estudos experimentais em modelos
murinos imunodeficientes, ja que eles reproduzem as mesmas condicdes

encontradas em animais geneticamente imunossuprimidos. Qualquer um dos
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farmacos empregados pode ser escolhido como agente imunossupressivo ja

gue apresentaram resultados semelhantes.
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7 CONCLUSOES

Os resultados apresentados permitiram concluir que:

- Houve diminuicdo significativa das populacdes de linfocitos T e B
circulantes nos animais tratados com os 3 agentes imunossupressores —
dexametasona (Dx), ciclofosfamida (CY) e ciclosporina (CsA).

- A imunossupresséao utilizando os 3 farmacos manteve-se durante todo
o periodo do experimento de 28 dias.

- Houve reducéo celular discreta a moderada da polpa branca nos bacos
dos camundongos tratados com Dx e CY e discreta redugdo celular nos
animais tratados com CsA.

- A presenca de um grande numero de células em apoptose foi
observada na polpa branca dos ba¢os dos camundongos tratados com Dx e

CY.
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