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Aos meus pais, Zenália Maria 

Novaes e Brito e Agnaldo Mendes de 

Brito por tudo que tenho até aqui, pelo 

amor, confiança e compreensão, pela 

minha formação e preparo para a vida. 

 Um proprietário de um navio estava prestes a mandar para o mar um 

navio de emigrantes. Ele sabia que o navio estava velho, e nem fora muito bem 

construído; que vira muitos mares e climas, e com freqüência necessitara de 

reparos. Dúvidas de que possivelmente não estivesse em condições de navegar 

lhe haviam sido sugeridas. Essas dúvidas lhe oprimiam a mente e o deixavam 

infeliz. Ele chegou a pensar que o navio talvez tivesse de ser totalmente 

examinado e reequipado, ainda que isso lhe custasse grandes despesas. No 

entanto, antes que a embarcação partisse, conseguiu superar essas reflexões 

melancólicas. Disse a si mesmo que o navio passara por muitas viagens e 

resistira a muitas tempestades em segurança, que era infundado supor que não 

voltaria a salvo também dessa viagem. Ele confiaria na Providência, que não 

podia deixar de proteger todas essas famílias infelizes que estavam 

abandonadas a sua terra natal em busca de dias melhores em outros lugares. 

Tiraria de sua cabeça todas as suspeitas mesquinhas sobre a honestidade dos 

construtores e empreiteiros. Dessa forma, ele adquiriu uma convicção sincera e 

confortável de que o seu navio era totalmente seguro e capaz de resistir às 

intempéries; assistiu à sua partida de coração leve e cheio de votos bondosos 

para o sucesso dos exilados naquele que seria o seu estranho novo lar; embolsou 

o dinheiro do seguro, quando o navio afundou no meio do oceano, sem contar 

história a ninguém. 

 O que devemos dizer desse homem? Sem dúvida. O seguinte: que ele foi 

de fato culpado da morte dessas pessoas. Admite-se que ele acreditava 

sinceramente nas boas condições de seu navio; mas a sinceridade de sua 

convicção não o ajuda de modo algum, porque ele não tinha o direito de 

acreditar na evidência que estava diante de si. Não adquirira a sua opinião 

conquistando-a honestamente pela investigação paciente, mas reprimindo as 

suas dúvidas... 

 

William K. Clifford, The ethics of belief (1874). 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 A compreensão humana não é um exame desinteressado, mas recebe 

infusões da vontade e dos afetos; disso se originam ciências que podem ser 

chamadas “ciências conforme a nossa vontade”. Pois um homem acredita mais 

facilmente no que gostaria que fosse verdade. Assim, ele rejeita coisas difíceis 

pela impaciência de pesquisar; coisas sensatas, porque diminuem a esperança; as 

coisas mais profundas da natureza, por superstição; a luz da experiência por 

arrogância e orgulho; coisas que não são comumente aceitas, por deferência à 

opinião do vulgo. Em suma, inúmeras são as maneiras, e às vezes imperceptíveis, 

pelas quais os afetos colorem e contaminam o entendimento. 

 

Francis Bacon, Novum organon, (1620). 
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 A intuição, não testada e não comprovada, é 

uma garantia insuficiente da verdade. 

 

Bertrand Russell, Mysticism and logic (1929). 
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Resumo 

 

Objetivo: Investigar se a irradiação toracoabdominal de camundongos induz 

bloqueio na evolução do LES em camundongos (NZB/NZW) F1 e a possível 

participação de células B-1 no processo. Métodos: Camundongos das linhagens 

(NZB/NZW) F1 fêmeos, NZB e NZW foram irradiados com 9 Gy na região 

toracoabdominal, a partir do terceiro mês de vida; 1x por mês até 13 meses de 

idade. A dose total administrada foi de 90 Gy. Os animais foram sacrificados 48 h 

após a última irradiação, exceto os animais (NZB/NZW) F1 fêmeos não-irradiados 

(lúpicos), que vieram a óbito com 8, 9 ou 10 meses de idade. Foram realizados 

experimentos de citometria de fluxo e cultura de células B-1 de animais irradiados 

ou não. Foi também realizada análise por imunofluorescência indireta, da 

presença de auto-anticorpos no soro dos animais tratados e controles. Os rins dos 

animais foram analisados por métodos histológicos convencionais. Resultados: A 

sobrevida dos camundongos tratados com irradiação foi estatisticamente maior, 

quando comparada com aquela de camundongos não-tratados. Animais irradiados 

não apresentaram sinais da doença nem níveis detectáveis de auto-anticorpos 

circulantes. A análise histopatológica dos rins mostrou diminuição das lesões 

glomerulares e do infiltrado de células inflamatórias nos animais tratados, em 

contraposição aos glomérulos dos animais controles não tratados. Células B-1 

estão normalmente presentes na cavidade peritoneal de animais (NZB/NZW) F1 e 

BALB/c, NZB e NZW. A irradiação seletiva desses animais resultou em diminuição 

significativa de células B-1 da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c, NZB 

 xvi



e NZW mas não de animais (NZB/NZW) F1 fêmeos. As células B-1 nos 

camundongos (NZB/NZW) F1 expressam de forma constitutiva a molécula anti-

apoptótica Bcl-2. É provável que essa proteína seja a principal responsável pela 

resistência à irradiação observada nessas células. As células do baço, TCD4, 

TCD8, B-2 e macrófagos, exibiram um longo atraso em repopular este órgão 

(aproximadamente vinte dias) após irradiação. Esses resultados sugerem que os 

possíveis clones auto-reativos que poderiam estar presentes no baço dos animais, 

foram eliminados após irradiação ionizante. Conclusões: O método de irradiação 

desenvolvido em nosso laboratório, em concordância com dados da literatura, 

impediu o desenvolvimento do LES em camundongos (NZB/NZW) F1. Foi 

demonstrado que células B-1 desses camundongos são radiorresistentes. A 

possível participação dessas células radiorresistentes na patogenia do lúpus 

murino ainda não pode ser esclarecida. Contudo, esplenócitos exibiram um longo 

atraso em restituir o baço, sugerindo que possíveis células auto-reativas que 

poderiam estar presentes no baço dos animais, foram eliminadas após irradiação. 

Assim, parece razoável especular que a irradiação seletiva periódica pode suprimir 

clones auto-reativos do baço, não havendo tempo hábil para que este órgão seja 

restaurado e induza doença auto-imune. 
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1.1. Lúpus Eritematoso Sistêmico 

 

1.1.2. Conceitos Gerais 

 

O Lúpus Eritematoso Sistêmico (LES) é doença inflamatória crônica caracterizada 

por envolvimento de múltiplos sistemas e órgãos incluindo pele, articulações, sistemas 

cardiopulmonar, vascular, hematológico, renal e neurológico, que podem ser acometidos 

de forma simultânea ou progressiva. Geralmente evolui de forma flutuante, com períodos 

de remissão e surtos de exacerbação, apresentando curso e prognóstico variáveis com 

significante morbidade e mortalidade, principalmente devido ao envolvimento de órgãos 

vitais (2-4). 

O termo lúpus, lobo em latim, foi utilizado no século XVIII para descrever uma 

variedade de doenças cutâneas. Porém, o primeiro relato histórico de Lúpus Eritematoso 

Sistêmico foi feito por Biett em 1833 (5). Em 1958, Friou demonstrou a presença do fator 

antinuclear em pacientes lúpicos, gerando os primeiros conhecimentos sobre a 

imunopatogênese da doença (6). 

 Embora sua causa seja desconhecida, o LES parece resultar de desequilíbrio na 

regulação imunológica devido, provavelmente, a uma combinação de fatores genéticos, 

hormonais e ambientais (7, 8). 

O LES é comprovadamente mais prevalente no sexo feminino, ocorrendo 

principalmente no período reprodutivo, no qual alcança proporção de 9 mulheres para 

cada homen. Esta proporção é menor em pacientes abaixo dos 13 e acima dos 60 anos 

de idade (9). Implicações hormonais na etiopatogenia do LES têm sido sugeridas devido 

maior freqüência da doença no sexo feminino (10), tanto no ser humano como em 
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camundongos (New Zealand Black x New Zealand White) F1 [(NZB/NZW) F1]. Estudos 

mostraram também uma provável participação de hormônios sexuais na modulação da 

produção de determinados anticorpos no LES murino (11). Trabalhos comparando a 

ocorrência da doença em diferentes raças demonstram que o LES é três vezes mais 

comum entre os negros nos Estados Unidos (12) do que entre indivíduos de raça branca. 

Ressalte-se, contudo, que o LES é freqüente na Suécia, país de população 

essencialmente caucasiana (13). 

 Algumas evidências indicam que os fatores genéticos são críticos no 

desenvolvimento do LES. A freqüência de LES em parentes de pacientes lúpicos é de 0,4 

a 12%, contrastando com a prevalência de 0,01 a 0,02% na população geral (14, 15). Há 

também uma alta freqüência de anticorpos anti-núcleo (ANA), hipergamaglobulinemia e 

outras alterações imunológicas nos parentes de primeiro grau de pacientes com LES (16, 

17). A concordância no aparecimento do LES em gêmeos idênticos é alta em comparação 

à freqüência observada em gêmeos dizigóticos que é semelhante à de parentes em 

primeiro grau (18, 19). 

 A observação de que o LES pode ser discordante mesmo em gêmeos idênticos 

(20), sugere que fatores externos ou ambientais também tenham um importante papel no 

desencadeamento da doença em indivíduos susceptíveis (21). Além disso, é conhecida 

indução ou exacerbação do LES após exposição aos raios ultravioleta (22). 

 Uma das alterações mais marcantes no LES é a presença de múltiplos auto-

anticorpos, alguns dos quais envolvidos na patogenia da doença. Entre esses, destacam-

se os anticorpos contra o ácido desoxirribonucléico (DNA) na sua forma nativa, cujos 

títulos geralmente guardam relação com a atividade da doença. Esses podem ser 

encontrados na forma de complexos DNA/anti-DNA depositados nos glomérulos de 
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pacientes lúpicos com nefrite ativa (7). Outro mecanismo imunológico importante no LES é 

a ativação da cascata do sistema do complemento com o conseqüente desenvolvimento 

de processo inflamatório (23) e dano tecidual (24). 

 O LES apresenta grande polimorfismo de manifestações clínicas, podendo 

acometer um ou mais órgãos e sistemas, de forma concomitante ou consecutiva, e com 

evolução e prognóstico muitas vezes imprevisíveis. 

 Sintomas gerais como febre, perda de peso, fadiga e adinamia estão entre as 

principais manifestações clínicas da doença em atividade, podendo ser encontrados em 

36 a 90% dos pacientes (25). Entre as manifestações musculoesqueléticas, a artrite e/ou 

artralgia são as mais freqüentes, tendo uma incidência variável entre 56 e 98%, enquanto 

a miosite, ocorrem em 5 a 48% (26) 

 Lesões dermatológicas são encontradas entre 39 e 85% dos pacientes, 

destacando-se o clássico eritema malar, observado entre 49 a 59% dos pacientes, e a 

fotossensibilidade, em torno de 50% dos doentes. Lesões discóides e úlceras orais estão 

presentes em 20% dos pacientes. A alopecia ocorre entre 20 a 70% dos lúpicos, enquanto 

as vasculites cutâneas são observadas entre 21 e 27%, sendo bem mais raras as lesões 

vesiculares e discrômicas (25, 26). 

 O acometimento gastrintestinal decorrente da doença, via de regra, não é uma 

manifestação clínica freqüente, exceto as náuseas e vômitos que variam entre 49 e 53% 

dos doentes. Outros sinais e sintomas como ascite, dor abdominal, icterícia e insuficiência 

hepática ocorrem em menos de 10% dos pacientes e podem ser devido aos efeitos 

colaterais das medicações usadas no controle da doença. O comprometimento 

neurológico do LES aparece entre 25 a 45% dos pacientes (26) 
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 Com relação ao comprometimento hematológico, a anemia é relatada em mais de 

80% dos pacientes. A leucopenia é referida entre 17 a 56%, eosinofilia em 10% e a 

trombocitopenia entre 7 a 22% dos lúpicos (26) 

A produção de auto-anticorpos dirigidos principalmente contra constituintes 

nucleares (27) é sabidamente uma característica central do LES, sendo que alguns 

desses anticorpos parecem estar envolvidos diretamente na sua patogênese e no 

aparecimento de determinadas manifestações clínicas. Devido a sua significância no 

contexto geral do LES, devem-se destacar os anticorpos que se ligam ao DNA e/ou às 

proteínas entrelaçadas ao DNA (28). 

Os anticorpos anti-DNA foram identificados em 1957 e desde a sua descoberta têm 

ocupado uma posição singular como marcador diagnóstico no LES (29). 

A produção de anticorpos anti-DNA nativo é observada em pacientes com LES e 

em determinadas linhagens de camundongos, que desenvolvem uma doença auto-imune 

semelhante ao lúpus humano (30). Os anticorpos anti-DNA nativo são altamente 

específicos no LES, estando presentes entre 20 a 90% dos casos, conforme a 

metodologia empregada para a sua detecção e as características da população estudada 

(31). Geralmente os anticorpos anti-DNA encontrados nos pacientes lúpicos reconhecem 

tanto o DNA nativo quanto o DNA desnaturado (30). 

Os anticorpos anti-DNA desnaturado podem ser vistos em uma variedade de 

condições auto-imunes, incluindo o LES, esclerose sistêmica, artrite reumatóide, lúpus 

induzido por droga e em títulos baixos no soro de indivíduos normais (32). Além disso, 

anticorpos anti-DNA desnaturado têm sido detectados entre 20 a 30% de parentes 

saudáveis de pacientes lúpicos (33), enquanto anticorpos anti-DNA nativo raramente são 

encontrados nesses indivíduos. 
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1.1.3. Tratamento 

 

  A terapêutica do LES é abrangente, englobando medidas gerais e diferentes drogas 

que objetivam modificar o processo inflamatório. Esses agentes são escolhidos de acordo 

com a graduação do comprometimento e a qualidade/função dos órgãos atingidos.  

 São utilizados vários tratamentos que objetivam a restauração da saúde dos 

pacientes lúpicos. Dentre estes, podem-se citar os antiinflamatórios não hormonais 

(AINH), antimaláricos, corticosteróides e imunossupressores. 

 Os corticoesteróides (CE) constituem a base da terapia medicamentosa para a 

grande maioria dos pacientes com LES. Podem ser utilizados para o tratamento de lesões 

cutâneas, por via oral, diariamente ou em dias alternados e em altas doses por via 

intravenosa (pulsoterapia). A pulsoterapia com corticoesteróides permite um controle 

rápido dos fenômenos inflamatórios e das alterações imunológicas. Porém, em geral, seu 

efeito é temporário (34). 

Os antimaláricos têm sido utilizados há mais de quatro décadas para o controle de 

manifestações osteoarticulares e cutâneas em pacientes com LES (35). Os 

antiinflamatórios não hormonais são indicados para o tratamento de comprometimento 

articular e serosite leve. O uso de imunossupressores associados a CE, quando 

comparado ao uso isolado de CE é superior em muitos dos casos de pacientes lúpicos 

(36). 
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1.1.3.1. A irradiação ionizante como arma terapêutica 

 

Na década de 70, grupos independentes aplicaram a denominada Irradiação 

Linfóide Total (ILT) para o tratamento de desordens auto-imunes em camundongos 

fêmeos (NZB/NZW) F1 e camundongos MRL/1n e MRL/1pr, particularmente naqueles com 

doença semelhante ao Lúpus Eritematoso Sistêmico (37-40). Este tratamento consiste no 

uso de irradiação ionizante sobre as regiões torácica, abdominal e inguinal, num formato 

de Y invertido, mantendo membros e cabeça protegidos. Essas investigações mostraram 

que este tipo de terapia resultou em significante diminuição nos níveis de proteinúria, 

aumento da taxa de sobrevivência e melhora das anormalidades estruturais do glomérulo. 

 Srober e colaboradores (1985) da Universidade de Stanford, utilizaram a Irradiação 

Linfóide Total para tratar pacientes com Lúpus Eritematoso Sistêmico. Trataram 10 

pacientes com nefrite lúpica e elevada proteinúria, que não respondiam ao tratamento com 

corticosteróides isoladamente ou em combinação com azatioprina. Estes pacientes 

mostraram aumento nos níveis de albumina e redução no edema periférico. Seis semanas 

após o início do tratamento, houve redução nos níveis séricos de anticorpos anti-DNA e 

aumento dos níveis séricos do complemento, concomitantemente. Houve estabilização ou 

melhora da taxa de filtração glomerular, e dos níveis séricos de creatinina, ou ambos, em 

8 de 10 pacientes. A melhora dos pacientes perdurou acima de 3,5 anos sem a 

necessidade da administração de drogas citotóxicas (39). Contudo, em que pese os 

resultados promissores obtidos com esse tipo de tratamento do LES, o uso do mesmo e 

estudos sobre os mecanismos envolvidos nesse tipo de terapia não são encontrados na 

literatura. Os resultados obtidos nesses trabalhos foram sempre interpretados como 

decorrentes da imunossupressão sistêmica induzida pela irradiação. 
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1.1.4. Lúpus Murino 

 

Existem algumas linhagens de camundongos que desenvolvem LES, tais quais 

MRL/Mp–lpr/lpr (MRL/lpr), BXSB e (New Zealand Black x New Zealand White) F1 

[(NZB/NZW) F1], que fornecem informações da bagagem genética e peculiaridades 

relacionadas à auto-imunidade (41, 42), sendo este último, um dos mais completos 

modelos experimentais de LES. Esses animais são caracterizados pela grande variedade 

das manifestações auto-imunes, principalmente pelo desenvolvimento de glomerulonefrite 

mediada por imunocomplexos. A gravidade das lesões renais está associada com a 

produção elevada de anticorpos contra vários antígenos nucleares como DNA dupla fita 

(43). No entanto, nestes modelos experimentais não são observadas lesões de pele.

 As afecções associadas à auto-imunidade apresentam etiologia multifatorial. O 

desenvolvimento de modelos experimentais homogêneos permitiu que os vários 

elementos causais implicados na sua patogênese pudessem ser isolados e testados 

dentro de padrões conhecidos e controlados, possibilitando um melhor conhecimento 

destas patologias. 

 Grande parte dos conhecimentos sobre o LES foi obtida estudando-se a linhagem 

de camundongos New Zealand, (44-46). Estes autores observaram que camundongos 

New Zealand Black (NZB) apresentavam, espontaneamente, grave quadro de anemia 

hemolítica auto-imune (47). Cruzando estes camundongos com a linhagem New Zealand 

White (NZW), obtiveram o que viria a ser considerado um importante modelo experimental 

de doença auto-imune (48). Os camundongos (NZB/NZW) F1 desenvolvem alterações 

clínicas e imunológicas semelhantes àquelas observadas no LES, principalmente em 
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relação às alterações básicas desta doença, que são a formação de auto-anticorpos e 

glomérulonefrite por imunocomplexos de evolução fatal. 

 Staples & Talal (49) dividem a história natural do lúpus murino no camundongo 

(NZB/NZW) F1 em três estágios: 1) fase latente – do nascimento até os 3 meses de idade, 

quando os animais se mostram sadios, 2) fase sorológica – de 3 a 5 meses, quando são 

detectados auto-anticorpos séricos e 3) fase histológica – de 5 meses até a morte, quando 

se observam lesões teciduais. 

 Há diferenças evidentes na evolução da doença entre machos e fêmeos. As fêmeas 

apresentam evolução mais precoce, mais homogênea e mais grave, com taxa de 

mortalidade de 50% entre 8 e 9 meses e 90% em 12 meses. Nos machos, a mortalidade é 

mais tardia e não ocorre de modo uniforme, com 50% de mortalidade em torno de 14 a 16 

meses de idade (50). No camundongo NZB, a sobrevida nas fêmeas é de 14 meses e nos 

machos de 16 meses. O camundongo NZW tem sobrevida próxima a dos camundongos 

normais, ou seja, de 22 meses para as fêmeas e 24 meses para os machos (51). 

 São numerosas as anormalidades imunológicas encontradas nestes camundongos, 

caracterizadas principalmente por hiperatividade policlonal de células B e conseqüente 

produção de auto-anticorpos contra componentes celulares e nucleares, que resultam na 

formação e deposição de imunocomplexos e consumo de complemento. 

 A hiper-reatividade das células B é uma característica fundamental da doença. O 

aumento da relação IgM/IgD na superfície da célula B em camundongos (NZB/NZW) F1 

com duas semanas de idade indica a maturação precoce desta célula. O número de 

células B do subtipo Ly1+ (CD5) está aumentado e apresenta alta expressão do receptor 

de Interleucina-2 (IL-2) in vitro. Este subtipo de linfócitos B tem a capacidade de secretar 

espontaneamente anticorpos IgM, que reagem freqüentemente com autoantígenos (52). 
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 A hipergamaglobulinemia deve-se a altas concentrações séricas de IgG e IgM 

policlonais nas fases pré-clínica e clínica da doença, comprovado pela alta freqüência de 

células secretoras de imunoglobulinas encontradas no baço desses animais a partir do 

primeiro mês de vida. O predomínio de IgM é encontrado em camundongos jovens, mas 

concomitantemente com as manifestações clínicas da doença, são detectados títulos 

crescentes de IgG (53). 

 No camundongo, a doença acomete principalmente rins, timo, vasos e órgãos 

linfóides. Não há acometimento articular e a anemia hemolítica grave é sempre presente 

nos NZB, tendo baixa prevalência e pouca gravidade nos (NZB/NZW) F1. 

 A doença renal que ocorre em 100% dos casos nos camundongos (NZB/NZW) F1, 

apresenta quadro grave de glomerulonefrite com evolução fatal na grande maioria dos 

animais. Nas fêmeas, inicia-se a partir de 6 meses, sendo detectada por proteinúria inicial 

leve, porém progressiva. Os machos são acometidos mais tardiamente, em torno dos 9 

meses, e não evoluem de maneira tão homogênea e progressiva como as fêmeas. 

 Existe correlação direta entre os níveis crescentes de proteinúria, ascensão dos 

títulos de anticorpos antinucleares, mudança no padrão de anticorpos anti-DNA para IgG e 

progressão do quadro renal que leva à falência renal e morte em grave quadro urêmico 

(50, 51). 

 Os hormônios sexuais modulam a expressão da auto-imunidade no camundongo 

(NZB/NZW) F1 (54). O hormônio estrogênico acelera o lúpus murino, observando-se os 

distúrbios do seu metabolismo com o início da doença. O estrógeno aumenta o número de 

células B Ly1+ e favorece a produção de auto-anticorpos, possivelmente, pelo 

envolvimento das células T e da IL-2 (55). Em contraposição, o andrógeno retarda a 

evolução do lúpus murino. Um dos mecanismos responsáveis pela imunossupressão 
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causada pelo hormônio masculino é o aumento dos níveis de complemento sérico (56), 

que facilitam a depuração de imunocomplexos circulantes (57). 

 Quanto aos processos infecciosos, os agentes virais participam aumentando a 

incidência de anticorpos antinucleares, sendo que as reinfecções elevam esta incidência. 

É grande a freqüência da glicoproteína-70 (gp-70) e de anticorpos anti-gp-70, tendo o 

complexo gp-70/anti-gp-70 contribuição para a lesão da nefrite lúpica (52). 

 O camundongo (NZB/NZW) F1 raramente apresenta manifestações cutâneas. 

Apesar disso, Sommer e colaboradores. (58) descreveram a deposição de complemento e 

imunoglobulinas na junção derme-epiderme (JDE) do híbrido F1 com início em torno dos 6 

meses de idade e progredindo no decorrer do tempo. Gilliam e colaboradores (59, 60) 

confirmaram estes achados, observando ainda relação temporal entre a deposição de 

imunoglobulinas nos glomérulos e pele, sugerindo assim uma possível relação 

etiopatogênica. Furukawa & Hamashima (42) também relataram associações significantes 

entre deposição de imunoglobulinas na JDE e a ocorrência de anticorpos anti-DNA no 

camundongo (NZB/NZW) F1. Estes achados são similares àqueles descritos em pacientes 

lúpicos. 
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1.1.5. Células B-1 e Auto-imunidade 

 

Duas linhagens de célula B, designadas B-1 e B-2, têm sido identificadas com base 

nas suas origens, distribuição anatômica, marcadores de superfície celular, subtipos de 

anticorpos produzidos e capacidade de auto-reposição (61). Existem evidências sugerindo 

que o subtipo B-1 é uma linhagem com desenvolvimento independente da linhagem B-2 

(62). Estão presentes em grande número na cavidade peritoneal e pleural de animais 

normais, sendo raras no baço e não detectadas em linfonodos (62-64). Fenotipicamente, 

as células B-1 diferem das células B-2 por apresentarem expressão não usual de 

marcadores de superfície (sIgM
hi
sIgD

lo
CD11b

+
) e ausência do marcador CD23 (65, 66). As 

células B-1 ainda são subdivididas em B-1a e B-1b pela presença ou ausência da 

molécula de CD5, respectivamente (67-69). 

 As células B-1 foram descritas inicialmente em pacientes com leucemia linfocítica 

crônica de células B, onde foi observada a presença de linfócitos B que expressavam o 

marcador CD5 em sua superfície (70). Em 1982, Calligaris-Cappio descreveu a presença 

do marcador CD5 em uma pequena população de linfócitos B normais (71). Desde então, 

a descrição e caracterização fenotípica e a origem e função destas células tornaram-se 

alvo de controvérsias na literatura. Com dados obtidos em estudos de transferência 

adotiva de células, Herzenberg e colaboradores defendem a teoria de precursores 

distintos para as subpopulações de células B-1 e B-2. A transferência de células do fígado 

fetal para camundongos irradiados foi capaz de reconstituir as duas subpopulações de 

células B, enquanto que a transferência de precursores da medula óssea limitava-se à re-

população de células B-2 (67, 69, 72). Por outro lado, o omento fetal (72, 73) e a 
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esplancnopleura para-aórtica (72, 74)
 
mostraram conter precursores exclusivamente de 

células B-1. Esses dados sugerem que as células B-1 constituem uma linhagem fetal, 

enquanto que as B-2 seriam uma linhagem da vida adulta. 

 As células B-1 são responsáveis pela secreção de anticorpos “naturais” que 

reconhecem antígenos poliméricos de alto peso molecular e são críticas na resposta inicial 

a bactérias extracelulares encapsuladas (75, 76). Além disso, as células B-1a produzem 

anticorpos auto-reativos, voltados contra moléculas de fita simples de ácido 

desoxirribonucléico (ssDNA), dupla fita de DNA (dsDNA), resíduos de fosfatidilcolina, o 

que tem levado autores a correlacionar esta sub-população com a patogenia de algumas 

doenças auto-imunes (76). 

 De fato, números elevados de células B-1a têm sido associados com doenças auto-

imunes tanto em humanos quanto em modelos experimentais. Em pacientes com 

Síndrome de Sjögren e artrite reumatóide tem sido encontrado um grande número de 

células B-1 na corrente sanguínea (68, 77, 78). Além disso, camundongos “motheaten” 

também são suscetíveis a doenças auto-imunes. Estes animais possuem uma mutação no 

gene fosfatase de células hematopoéticas (79), possuindo linfócitos B apenas do subtipo 

B-1. Em camundongos (NZB/NZW) F1, usados como modelo experimental de lúpus 

eritematoso sistêmico, são encontradas grandes quantidades de células B-1a acumuladas 

na cavidade peritoneal e, em menor extensão, no baço (80). Esses fatos sugerem que 

células B-1 podem estar envolvidas na patogênese de doenças auto-imunes. 

O papel das células B-1 na patogenia de doenças auto-imunes ainda é controverso. 

Em camundongos NZB/xid e (NZB/NZW)F1/xid, nos quais células B-1 são congenitamente 

ausentes (81), há escassa produção de auto-anticorpos e a ocorrência de sintomas auto-

imunes é reduzida (54, 82). In vivo, a eliminação de células B-1 peritoneais por repetidas 

 13



 

injeções de anticorpos anti-IL10 (83, 84) ou injeção intra-peritoneal de água (85) diminuem 

consideravelmente os sinais da doença em camundongos (NZB/NZW) F1. Murakami et al 

(1992) demonstraram que células B-1 estão diretamente envolvidas na ocorrência de 

anemia hemolítica auto-imune. Utilizando camundongos transgênicos que expressam 

auto-anticorpos de classe IgM contra eritrócitos, foi demonstrado que células B-1 

presentes na cavidade peritoneal e lâmina própria do intestino, quando ativadas por 

lipopolissacarídeos entéricos, induziam a produção destes auto-anticorpos (86). Apesar 

das fortes evidências sobre a participação das células B-1 nas doenças auto-imunes, 

alguns trabalhos ainda colocam em dúvida a participação destas células em processo 

patológico (15, 87). 

Almeida e colaboradores demonstraram que células B-1b estão presentes no 

sobrenadante de cultura de células peritoneais aderentes do camundongo. Demonstraram 

ainda que essas células são radiossensíveis e que, a irradiação dos animais (700 cGy) 

depleta as células B-1 da cavidade peritoneal de camundongos A/Sn (88). Além disso, o 

recultivo destas células induz a expressão de características fenotípicas e fisiológicas de 

fagócitos mononucleares (88, 89). O papel destas células na resposta inflamatória ainda é 

desconhecido, havendo contudo evidências que as mesmas migram para o foco 

inflamatório inespecífico (90). 
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2. Objetivos 
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Com base em dados da literatura mostrando que a irradiação controla a evolução 

do LES em camundongos e humanos, e que as células B-1 estão envolvidas em 

manifestações auto-imunes, é objetivo deste trabalho estabelecer uma possível correlação 

entre células B-1 e a evolução do LES em camundongos (NZB/NZW) F1. 
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3. Material e Métodos 

 17



 

3.1. Soluções 

 

Todas as soluções descritas foram preparadas com água bi-destilada ou com 

padrão Mili-Q. Os reagentes (qualidade P.A.) foram adquiridos da Merck (S/A), Synth, 

Amersham e Sigma Chemical CO. 

 

Solução estoque de tampão fosfato/salina (PBS): NaCl 2,7378 M, KCl 0,053M, 

Na2HPO4 0,1301 M e K2HPO4 0,0229 M. A solução estoque foi diluída 20 vezes para o 

uso.  

 

Líquido de Bouin: 75% de solução aquosa saturada de ácido pícrico (v/v), 25% de 

formaldeído (v/v). Desta solução, retirar 5% e descartar. Acrescentar 5% de ácido acético 

20% (v/v). 

 

Tampão de amostra para SDS-PAGE: Tris-HCl 62 mM, pH 8,8, contendo 0,2% (p/v) de 

SDS, β-mercaptanol 50 mM, 0,005% (p/v) de azul de bromofenol e 10% (v/v) de glicerol. 

 

Solução estoque de acrilamida/bis 30% para gel de proteína: 30% de acrilamida, 0,8% 

de bis-acrilamida e água bi-destilada (100 mL) q.s.p. 

 

Tampão para gel de proteína (separação): Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8, contendo 0,4% de 

SDS (p/v). 
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Tampão para gel de proteína (empilhamento): Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8, contendo 0,4% 

de SDS. 

 

Tampão de corrida para SDS-PAGE: Tris 25 mM, glicina 190 mM, pH 8,3, e 0,1% de 

SDS (p/v). 

 

Tampão de transferência: Tris-HCl 25 mM, glicina 192 mM e 20% de metanol. 

 

Corante de azul de Coomassie: 0,2% de Coomassie R250 em 50% de metanol e 10% de 

ácido acético. 

 

Descorante forte para Coomassie: 50% de metanol, 10% de ácido acético e 40% de 

água destilada. 

 

Corante de Ponceau: 0,5% (p/v) de Ponceau S em 5% de ácido acético. 

 

Corante de Rosenfeld: 0,97 g de giemsa em pó, 0,53 g de may-grunwald e 1000 mL de 

metanol. 

 

Líquido de Turk: 4 mL de ácido acético glacial, 4 gotas de azul de metileno 1% e 100 mL 

de água destilada q.s.p. 

 

Tampão carbonato 0,1M pH 9,5: 10,6g/L de Na2CO3 anidro e 8,4g/L de NaHCO3. Titular 

a solução de carbonato com a de bicarbonato até o pH desejado. 

 19



 

 

Glicerina tamponada: 90 mL de Glicerina (Merck) em 10 mL de tampão carbonato 0,1M 

pH 9,5. 

 

Solução de fenol-clorofórmio-álcool isoamílico: A uma solução de clorofórmio (Merck) 

e álcool isoamínico (Merck) (24:1 v/v) adicionar igual volume de fenol (Life Technologies) 

previamente fundido e saturado com tampão Tris-HCl 0,1M pH 8,0. Guardar a mistura a 

4οC em frasco escuro. 

 

Tampão S1 estoque: Tris HCl pH 7,5 (20 mM), NaCl (50 mM), ZnCl2 (0,1 mM) e 50% de 

Glicerol (v/v). 

 

Nuclease S1 (Gibco / BRL) – estoque: Diluir 1 μL de nuclease S1, 1.500 U/μL em 1,5 mL 

de tampão S1 estoque. Separar em alíquotas e manter a -20οC até o momento de uso. 

 

Tampão nuclease S1: 4,1g de acetato de sódio, 5,9 g de NaCl, 0,14 g de ZnCl2 e 900 mL 

de água destilada. Ajustar o pH para 4,4 com ácido acético glacial e completar o volume 

para 1.000 mL. Manter a 4οC. Para uso, acrescentar 0,1 mL de BSA 10 mg/mL para cada 

10 mL de tampão. 

 

Nuclease S1 – uso: Para uso nas placas de ELISA, acrescentar 40 μL (40U) de nuclease 

S1 estoque a 10 mL do tampão nuclease S1. 
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Diluente do soro: PBS contendo 0,1% de BSA, gelatina 0,1%, soro adulto bovino 0,5% e 

tween 20 0,05%. 

 

Diluente do conjugado: PBS contendo 0,5% de BSA, soro adulto bovino 0,1% e tween 

20 0,05%. 

 

3.2. Meios de cultura 

 

Os meios de cultura descritos a seguir foram preparados com água bidestilada e 

autoclavados a 120°C por 15 min. Para cultura de células de mamíferos os meios foram 

esterilizados por filtração positiva em filtros de 0,22 μm. 

 

3.2.1. Meio para cultivo de células de mamíferos 

 

3.2.1.1. Meio RPMI: RPMI 1640 (Sigma) acrescido de ácido N-2-hiroxietilpiperazina-N-2-

etanosulfônico 10mM (HEPES - Sigma), bicarbonato de sódio 24 mM (Sigma) e 40 μg/mL 

de garamicina (Schering).  

 

3.2.1.2. Meio RPMI suplementado (R-10): meio RPMI suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas). 
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3.3. Animais 

 

 Foram utilizados camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos, NZB fêmeos e NZW 

machos de 6 a 10 semanas de idade, fornecidos pelo Biotério de Camundongos 

Isogênicos da Universidade de São Paulo (USP) e camundongos isogênicos BALB/c 

fêmeos, adultos, fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais 

(CEDEME) da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP). A manipulação e 

manutenção dos animais estiveram de acordo com procedimentos padrão. 

 

3.4. Irradiação 

 

Os animais foram anestesiados com solução composta por xilazina (Rumpum®) e 

quetamina (Ketalar®), em uma proporção de 1:1, diluída em PBS, pH 7,4, na proporção 

de 1:2. Em seguida foram submetidos a irradiação ionizante seletiva com 9 Gy em 

Gammacell®3000 Elan (Nordion International Inc.). A medula óssea dos membros 

anteriores e posteriores ficaram protegidas por peça de chumbo projetada em nosso 

laboratório. 

 

3.5. Modelo experimental 

 

 Camundongos BALB/c adultos foram irradiados 1x para assegurar que nosso 

modelo experimental proposto de radiação seletiva eliminaria células B-1 da cavidade 

peritoneal. Posteriormente, camundongos das linhagens (NZB/NZW) F1 fêmeos, NZB e 
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NZW foram irradiados com 9 Gy na região toracoabdominal, a partir do terceiro mês de 

vida; 1x por mês até 13 meses de idade. A dose total administrada foi de 90 Gy. Os 

animais foram sacrificados 48 h após a última irradiação, exceto os animais (NZB/NZW) 

F1 fêmeos não-irradiados (lúpicos), que vieram a óbito com 8, 9 ou 10 meses de idade. 

 

3.6. Exame Histológico dos rins 

 

 Fragmentos de rim foram fixados em líquido de Bouin, incluídos em parafina, 

cortados na espessura de 4 micra e corados pela técnica de hematoxilina eosina (H.E.). 

 Análise das lâminas foi realizada sempre na seguinte ordem: 

•estrutura geral do parênquima; 

•estudo dos glomérulos: tamanho, lobulação, celularidade do tufo glomerular, celularidade 

pariental da cápsula de Bowman, infiltração do glomérulo por polimorfonucleares, aumento 

da matriz mesangial, espessamento de membrana basal glomerular, presença de trombos 

hialinos nos capilares, congestão, hialinização, necrose, sinequia e fibrose; 

•estudo dos túbulos: degeneração, sinais de regeneração, necrose, atrofia, presença e 

tipo de cilindros na luz tubular; 

•estudo do interstício: edema, hemorragia, presença e tipo de infiltrado inflamatório e 

fibrose; 

•estudos das arteríolas: hiperplasia de parede, edema de parede, alteração fibrinóide, 

necrose e tromboses; 

•diagnóstico global. 
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3.7. Citometria de fluxo  

 

Células peritoneais recém coletadas e esplenócitos ou células peritoneais em 

cultura foram contadas (aproximadamente 1x106 células/alíquota), centrifugadas e 

ressuspendidas em 100μL de PBS-BSA 1%. Cada alíquota foi incubada previamente com 

anti-CD16/CD32 para bloqueio do receptor para Fcγ II e III. Os tubos foram mantidos a 

4°C por 30 minutos.  

Após a incubação, as células foram lavadas, ressuspendidas novamente em PBS-

BSA 1% e cada alíquota incubada com os anticorpos monoclonais adequados para 

análise dos marcadores de superfície. Foram utilizados os seguintes anticorpos 

monoclonais: anti-CD5 de camundongos feito em rato conjugado a isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) ou ficoeritrina (PE), anti- CD11b (Mac-1) de camundongo feito em rato 

conjugado a FITC ou aloficocianina (APC), anti-CD19 de camundongo feito em rato 

conjugado a PE, anti-CD23 de camundongo feito em rato conjugado a FITC, anti- 

CD45R/B220 de camundongo feito em rato conjugado a Cy-Chrome, anti-IgM de 

camundongo feito em rato conjugado a PE, anti-CD4 de camundongo feito em rato 

conjugado a PE, anti-CD8 de camundongo feito em rato conjugado a proteína clorofil de 

peridinina (PerCP) e anti-CD3 de camundongo feito em rato conjugado a APC 

(Pharmingen). Ainda foram utilizados os seguintes anticorpos para controle de isotipo: 

anti-IgG2a de camundongo feito em rato conjugado a FITC, PE ou bitotinilado, anti-IgG2b 

de camundongo feito em rato conjugado a FITC, PE ou biotinilado, anti-IgG1 de 

camundongo feito em coelho e biotinilado (Pharmingen).  
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As células foram incubadas com os anticorpos marcados com os fluorocromos por 1 

hora em banho de gelo. Após a incubação, as células foram lavadas. Quando necessário, 

incubou-se as células em 100ul de PBS-BSA 1% contendo quantidade titulada de 

streptavidina conjugada a FITC, PE ou Cy-chrome (Pharmingen) por 40 minutos. 

Finalmente, as células foram lavadas e ressuspendidas em 1mL de paraformaldeído 1% 

por uma hora. No momento da análise das amostras pelo citômetro, as células foram 

centrifugadas, ressuspendidas em 1mL de PBS e colocadas em tubo para FACS mantidos 

em banho de gelo. 

Para determinação das populações celulares, cada alíquota foi marcada com a 

combinação de dois, três ou quatro anticorpos conjugados a fluorocromos diferentes. 

Todos os gates e expressão dos marcadores foram determinados respeitando a 

fluorescência obtida com os isotipos controles. 

 

3.8. Obtenção e cultura de células B-1 

 

 Células foram coletadas da cavidade peritoneal de camundongos por lavagens 

sucessivas usando RPMI-1640 (Sigma) (8mL). Células viáveis, foram contadas, 

ressuspendidas em volume adequado de R10 (RPMI acrescido de 10% de soro fetal 

bovino) para 4x106 células por placa de cultura de plástico de 35 mm. Após incubação por 

1 hora a 37oC, a placa foi lavada três vezes para eliminação das células não aderentes. As 

células aderentes foram mantidas em cultura em meio R10. 

Após 5 dias de cultura, células pequenas, redondas e refringentes aparecem no 

sobrenadante de cultura, 70-85% destas células foram caracterizadas como células B-1 
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(88). Estas células serão coletadas e usadas nos diferentes experimentos. Todas as 

culturas celulares foram mantidas em atmosfera úmida com 5% de CO2 a 37°C. 

 

3.9. Detecção de IL-10 no sobrenadante de cultura 

 

 Amostras de sobrenadante de cultura de células B-1 foram recolhidas para 

determinação da quantidade de IL-10 por método de ELISA. O sobrenadante, livre de 

células, foi aliquotado e mantido a -70°C até o dia da dosagem.  

Placas de 96 poços foram cobertas com 50μL de anticorpo primário anti-IL-10 

(4μg/mL – RD Systems) diluídos em PBS e incubadas por 18 horas a 4°C. As placas 

foram lavadas com PBS Tween 0,05% por 3 vezes. Em seguida foram acrescentados 

200μL/poço de PBS-BSA 1% para bloqueio dos sítios remanescentes, por 1 h a 

temperatura ambiente. Após a incubação as placas foram novamente lavadas. As 

amostras e IL-10 recombinante em diluições de concentrações conhecidas foram 

plaqueadas em 100 μL/poço, incubadas por 2 horas a 37°C. Após lavagem das placas, 50 

μL de anticorpo de detecção biotinilado para IL-10 (4μg/mL – RD Systems) foram 

acrescentados e incubados por 1 h a 37°C. Após lavagem, as placas foram incubadas 

com conjugado streptavidina peroxidase diluída em PBS 1:200 (50μL) por 30 minutos a 

temperatura ambiente. As placas foram lavadas 2 x com PBS-Tween e 1 x com PBS. Para 

detecção da reação, 100 μL/poço de ο-fenilenodiamina (OPD, 1 mg/mL, Sigma) dissolvido 

em tampão citrato/fosfato 100 mM pH 5,8, contendo 0,05% (v/v) H2O2 (Perhidrol, Merck) 

foram adicionados e as placas foram mantidas ao abrigo da luz em temperatura ambiente. 

A reação foi interrompida após o aparecimento de cor com 50 μL/poço de ácido sulfúrico 

 26



 

(H2SO4) 4N. Os resultados foram avaliados por leitura espectrofotométrica (EIA reader 

Titetek, Multiskan, MCC340) em comprimento de onda 492 nm. 

 

3.10. ELISA para detecção de IgM no soro e no sobrenadante de cultura 

 

Placas de 96 poços foram cobertas com 50μL de 5 µg/ml de anti-IgM feito em 

coelho diluído em tampão glicina (20mM) tamponado com NaCl (30mM, pH 9,2) e 

incubadas por 18 horas a 4°C. A placas foram lavadas com 200 μL/poço de tampão de 

lavagem (0,1M de NaCl e 0,05% de Tween 20) por 3 vezes. Em seguida foram 

acrescentados 150 μL/poço de leite desnatado 5% (Molico) para bloqueio dos sítios 

remanescentes por 1 h a 37°C. Após a incubação as placas foram 3 x lavadas com 

tampão apropriado. Em seguida os soros ou sobrenadante de cultura foram testados em 

duplicata, os soros foram diluídos (1:50) em leite desnatado 5%, colocando-se 50 μL/poço 

e incubando-se por 2 h a 37°C. Após três lavagens com tampão de lavagem um volume 

de 100 μL/poço de anticorpo IgM murino conjugada a peroxidase (Zymed), diluídos em 

PBS, foi adicionado e as placas foram incubadas por 1 h a 37°C. As placas foram lavadas 

3 vezes com tampão de lavagem. A detecção da reação foi feita de acordo com o item 3.8. 

Os resultados foram avaliados por leitura espectrofotométrica (EIA reader Titetek, 

Multiskan, MCC340) em comprimento de onda 492 nm. 
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3.11. Purificação de células B-1 por beads magnéticas 

 

Células B-1 coletadas diretamente do lavado peritoneal, seis horas após última 

irradiação, foram purificadas por beads magnéticas. Foram utilizadas beads magnéticas 

revestidas com anti-CD23 para retirada de células B-2 (seleção negativa). As células 

foram incubadas com estas beads por 40 min a 4°C. Em seguida, foram lavadas e 

ressuspendidas em PBS-BSA 0,5% e EDTA 2mM. As células foram passadas em coluna 

acoplada a um ímã. Dessa maneira, as células B-2, que possuem o marcador CD23 em 

sua membrana, ficaram retidas na coluna. Após esta primeira seleção, este conjunto de 

células negativas para CD23, foi positivamente selecionado com beads magnéticas 

revestidas com anti-CD19. As células foram re-incubadas com estas beads por 40 min a 

4°C. Células foram lavadas e ressuspendidas em PBS-BSA 0,5% e EDTA 2mM. As 

células foram passadas em nova coluna acoplada ao ímã. A coluna foi desacoplada do 

imã e, por aplicação de PBS-BSA 0,5% e EDTA 2mM a fração celular aderida à coluna foi 

eluída (células B-1). Após a eluição, as células foram submetidas à análise por citometria 

de fluxo para confirmação da pureza das células B-1. Estas células foram marcadas para 

CD11b e CD45. 

 

3.12. Preparação do extrato celular 

 

O extrato celular foi obtido de células B-1 purificadas por beads magnéticas que 

foram recém coletadas da cavidade peritoneal dos camundongos. As células foram lisadas 

pela incubação em solução hipotônica (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 100 mM NaCl, 50 mM 
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NaF, 1 mM NaVO4, 100 mM PMSF, 10 μg/mL leupeptina, 10 μg/mL aprotinina e 0.5 % 

Nonidet P-40) por vinte minutos em banho de gelo. O lisado celular foi centrifugado a 

14000 rpm por quinze minutos a 4ºC. O sobrenadante foi removido e estocado em freezer 

a -70°C. A dosagem protéica foi realizada segundo método de Bradford (1). 

 

3.13. Dosagem de Proteínas 

 

As determinações das concentrações protéicas foram realizadas segundo método 

proposto por Bradford (1), que utiliza Coomassie brilliant blue (CBB) G-250 (Sigma) como 

reativo e albumina bovina (BSA) 1,0 mg/mL como padrão. A leitura da curva padrão foi 

realizada em comprimento de onda de 570 nm (EIA reader Titetek, Multiskan, MCC340).  

 

3.14. SDS-PAGE e Immunobloting 

 

3.14.1. SDS-PAGE 

 

Os procedimentos para eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de 

sódio (SDS-PAGE) foram executados em equipamentos Mini-Protean II (Bio-Rad) 

conforme descrito anteriormente (91). Para a proteína em estudo, o gel de separação teve 

10% de acrilamida e o gel de empilhamento teve 3% de acrilamida. As amostras em 

análise foram diluídas 1:5 em tampão de amostra, fervidas por 5 minutos e aplicadas no 

gel de poliacrilamida, preparados como descrito a seguir: 
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Gel de empilhamento 

(Volume final: 5,02 mL) 

Gel de separação 

(Volume final 14,8575 mL)

 

Soluções estoque 

(mantidas a 4°C) 3% 10% 

Acrilamida 30%, bisacrilamida 

0,8% 
0,8 mL 5,0 mL 

Tampão para gel de proteína 

(empilhamento) 
1,25 mL - 

Tampão para gel de proteína 

(separação) 
- 3,0 mL 

Água bi-destilada 2,95 mL 6,8 mL 

TEMED 5 μL 7,5 μL 

Persulfato de amônio 10% 

(p/v) 
15 μL 50 μL 

 

Os eletrodos do aparelho foram mergulhados em tampão de corrida. Para cada gel 

foi aplicada voltagem constante de 170 Volts até o corante de acompanhamento atingir a 

extremidade final do gel. 

Após a corrida eletroforética, os géis foram corados pelo método Coomassie brilliant 

blue para a coloração de proteínas, ou então transferidos para membranas de 

nitrocelulose (Amersham). 
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3.14.2. Immunoblotting 

 

A transferência eletroforética dos géis de poliacrilamida para membranas de 

nitrocelulose foi efetuada conforme descrito (92), usando equipamento Trans-Blot System 

(Bio-Rad Laboratories). Após a eletroforese os géis foram apostos sobre membranas de 

nitrocelulose (Amersham), recobertos com papel de filtro e comprimidos com esponjas. 

Todos os materiais foram embebidos em tampão de transferência e em seguida, 

encaixados em placas acrílicas perfuradas e mergulhados na câmara de eletroforese 

contendo o mesmo tampão. A transferência foi efetuada à voltagem constante de 100 V 

por 1 hora e meia. As membranas foram então coradas com Ponceau S para a localização 

das bandas protéicas, recortadas em tiras e incubadas por 16 horas (overnight) em PBS 

contendo 5% de leite desnatado (p/v) (PBS-Molico). Após a lavagem das fitas com PBS 

contendo 0,1% de tween 20, as mesmas foram incubadas por 1 a 2 horas com anti-Bcl-2 

ou anti-actina (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). As fitas receberam cinco 

lavagens de 5 minutos cada e foram posteriormente incubadas com anti-IgG conjugado 

com peroxidase (Zymed), espécie-específico por 1 hora. Após a lavagem das fitas, o 

desenvolvimento de cor foi obtido com 15 mg (p/v) de 4-cloro-1-α-naftol (Sigma) dissolvido 

em 5,0 mL (v/v) de metanol e 25 mL (v/v) de Tris-HCl 0,1 M pH 6,8 acrescido com 50 μL 

(v/v) de H2O2 a 30% (Perhidrol, Sigma). A reação foi bloqueada, lavando-se as tiras em 

água destilada. Quando necessário, a revelação também foi realizada por 

quimioluminescência utilizando Kit ECL (Amersham Pharmacia), seguindo as instruções 

do fabricante. 
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3.15. Leucograma 

 

3.15.1 Contagem total de leucócitos circulantes 

 

Os animais foram anestesiados com solução composta por xilazina (Rumpum®) e 

quetamina (Ketalar®), em uma proporção de 1:1, diluída em PBS, pH 7,4, na proporção 

de 1:2. A contagem total de leucócitos no sangue periférico foi realizada a partir do sangue 

colhido da cauda, desprezando-se a primeira gota. As amostras foram diluídas a 1:20 (v/v) 

com líquido de Turk, em pipetas conta-glóbulos de Thoma e homogeneizadas em um 

agitador magnético, por 1 minuto. Foram desprezadas as 3 primeiras gotas, usando a 

seguinte para o preenchimento do Hemocitômetro de Neubauer para a contagem das 

células. 

 

3.15.2. Contagem diferencial de leucócitos circulantes  

 

Uma gota de sangue foi coletada da cauda, para a obtenção dos esfregaços de 

sangue, fixados e corados com corante de Rosenfeld. Foram identificadas 100 células por 

lâmina, determinando-se a porcentagem de linfócitos, monócitos, neutrófilo e eosinófilos. 

As células foram contadas em microscópio óptico, usando-se objetiva de imersão em óleo. 
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3.16. Métodos para detecção de anticorpos anti-DNA 

 

3.16.1. Imunofluorescência Indireta (IFI) 

 

 Lâminas foram preparadas a partir de uma cultura de Crithidia luciliae, obtida na 

Disciplina de Parasitologia da Unifesp. As culturas foram centrifugadas a 2000 RPM por 10 

minutos, lavadas com PBS e ressuspensas em solução de BSA a 0,1% em água 

destilada. Após 10 minutos a suspensão foi distribuída sobre lâminas demarcadas 

(Glasstécnica, SP) de modo a formar uma película em cada orifício. As lâminas foram 

secas a 37οC por 10 minutos, fixadas em etanol absoluto por 10 minutos e mantidas a -

20οC por até um mês. A IFI foi realizada conforme a técnica descrita a seguir: 

 

 •Os soros testes foram diluídos 1/5 em PBS. 

•Um volume de 10 μl dos soros foi distribuído sobre os orifícios das lâminas 

previamente preparadas, incluindo sempre um controle positivo e um controle negativo. 

•As lâminas foram incubadas em câmara úmida a 37οC por 30 minutos. 

•As lâminas foram lavadas 2 x 15 minutos com PBS e rapidamente secas com o 

auxílio de papel de filtro. 

•Um volume de 10 μl de anticorpo anti-IgM ou anti-IgG murino conjugado a FITC 

(SIGMA), diluído em PBS de acordo com determinação prévia, foi distribuído sobre cada 

orifício e as lâminas incubadas em câmara úmida a 37οC por 30 minutos. 
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•A seguir, as lâminas foram novamente lavadas 2 x 15 minutos com PBS, 

rapidamente secas e montadas sob lamínulas com glicerina tamponada contendo 0,5 

μg/mL de brometo de etídio. 

•A leitura foi realizada em microscópio de fluorescência (Olympus BX 50), 

empregando um aumento de 400x. 

•Foram consideradas positivas apenas as reações em que o cinetoplasto 

apresentava fluorescência, independentemente de outras reações inespecíficas. 

 

3.16.2. ELISA para detecção de anticorpos anti-DNA nativo 

 

3.16.2.1. Purificação de DNA de timo de vitelo 

 

 DNA de timo de vitelo (ctDNA) obtido comercialmente (Sigma)  foi solubilizado em 

solução Tris-HCl 0,5M pH 8,0 (10 mM) e EDTA sódico (1 mM) para uma concentração de 

1mg/mL. Para obtenção de ctDNA livre de proteínas, foi empregada extração com fenol-

clorofórmio. O ctDNA bruto foi misturado volume a volume com uma solução de fenol-

clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1). A mistura foi homogeneizada por 10 minutos, 

distribuída em microtubos e centrifugada a 13.000 x g por 10 minutos. A fase aquosa foi 

removida e novamente submetida ao processo de extração. A nova fase aquosa resultante 

foi a seguir extraída sequencialmente com iguais volumes de clorofórmio e de éter. Após a 

remoção do éter, o ctDNA foi precipitado pela adição de igual volume de isopropanol na 

presença de acetato de sódio 0,3M e manutenção da mistura a -20οC por uma hora. O 

ctDNA precipitado foi recolhido por centrifugação a 13.000 x g por 10 minutos, lavado 
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sequencialmente com etanol 70% e etanol absoluto e seco em temperatura ambiente. O 

material obtido, ctDNA purificado, foi ressuspenso em PBS para quantificação e estimativa 

de pureza. A ausência de proteínas foi estimada pela relação entre as densidades óticas 

(D.O.) a 260 e 280 nm (Espectrofotômetro Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech), 

considerando-se satisfatória uma relação >1,8. A quantificação foi obtida foi obtida pela 

D.O. a 260 nm, considerando-se uma D.O. de 1,0 correspondente a uma concentração de 

50 μg/mL. Após a purificação, o ctDNA foi usado nos testes de ELISA para detecção de 

anticorpos anti-DNA nativo. 

 

3.16.2.2. ELISA  

 

 A detecção de anticorpos anti-DNA nativo nos soros dos animais foi realizada por 

enzimaimunoensaio (EIA). Placas de polivinil (Corning) foram revestidas com BSA 

metilado (BSAm) (Calbiochem) diluído em PBS, 100 μL/poço, durante 8 h a 4°C. Após a 

lavagem com PBS, as placas foram sensibilizadas com 5 μg/mL de ctDNA diluído em PBS 

(100 μL/poço), incubando-se as placas por 18-20 h a 4°C. Depois do bloqueio dos sítios 

remanescentes com leite desnatado 5% (Molico) por 18 h a 4°C, as placas foram lavadas 

1x com tampão nuclease S1 e a remoção de trechos de DNA fita simples foi obtida pela 

incubação de 100 μL/poço de uma solução contendo 4 U/mL de nuclease S1(Gibco – 

BRL) em tampão nuclease S1 por 4 h em temperatura ambiente sob agitação. Após o 

tratamento com S1 as placas foram lavadas 2 x com PBS contendo Tween a 0,05% (PBS-

Tween). Em seguida os soros foram testados em duplicata, diluídos (1:200) em diluente de 

soro, colocando-se 100 μL/poço e incubando-se por 90 minutos sob agitação em 
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temperatura ambiente. Após três lavagens com PBS-Tween um volume de 100 μL/poço 

de anticorpo anti-IgG ou IgM murino conjugada a peroxidase (Zymed), diluídos em diluente 

de conjugado, foi adicionado e as placas foram incubadas por 2 h sob agitação em 

temperatura ambiente. As placas foram lavadas 2 x com PBS-Tween e 1 x com PBS. Para 

detecção da reação, 100 μL/poço de ο-fenilenodiamina (OPD, 1 mg/mL, Sigma) dissolvido 

em tampão citrato/fosfato 100 mM pH 5,8, contendo 0,05% (v/v) H2O2 (Perhidrol, Merck) 

foram adicionados e as placas foram mantidas ao abrigo da luz em temperatura ambiente. 

A reação foi interrompida após o aparecimento de cor com 50 μL/poço de H2SO4 4N. Os 

resultados foram avaliados por leitura espectrofotométrica (EIA reader Titetek, Multiskan, 

MCC340) em comprimento de onda 492 nm. 

 

3.17. Análise estatística.  

 

 A análise estatística foi feita usando-se teste de análise de variância (ANOVA) 

seguido do teste post hoc de Tukey ou teste T de Student. Níveis de significância menor 

que 0,05 foram considerados.  
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4. Resultados 
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4.1. O modelo de irradiação seletiva e células B-1 

 

Considerando-se dados da literatura que mostram efeito benéfico da irradiação 

ionizante na evolução do lúpus murino (37, 38, 93) e humano (94), animais (NZB/NZW) F1 

fêmeos foram irradiados com 9 Gy na região toracoabdominal, protegendo-se a medula 

óssea dos membros anteriores e posteriores com dispositivo de chumbo, como ilustrado 

na Figura 1. 

 

 

 

 

 
Figura 1: Dispositivo de chumbo para irradiação seletiva da região toracoabdominal. 
Os animais foram anestesiados e em seguida foram submetidos à irradiação ionizante 

seletiva com 9 Gy em Gammacell®3000 Elan (Nordion International Inc.). A medula óssea 

dos membros anteriores e posteriores ficaram protegidas por peça de chumbo. 
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 Dados da literatura mostram que a depleção de células B-1 da cavidade peritoneal 

de camundongos previne a evolução do lúpus eritematoso sistêmico (85, 86) 

 Para se padronizar a depleção de células B-1 da cavidade peritoneal de 

camundongos por irradiação, animais da linhagem BALB/c foram irradiados com 9 Gy na 

região toracoabdominal, protegendo-se a medula óssea dos membros anteriores e 

posteriores. Após 48 h, foi realizado lavado da cavidade peritoneal e as células coletadas 

submetidas à dupla marcação com anti-CD11b e anti-CD45 para análise em citômetro de 

fluxo. 

A figura 2 mostra acentuada redução das células B-1 da cavidade peritoneal de 

camundongos BALB/c após irradiação. A porcentagem destas células nos animais não-

irradiados fica em torno de 30%, enquanto que para os animais submetidos à irradiação, a 

população de células B-1 diminui para 1,94%. 

 

 
Figura 2: Eliminação da célula B-1 pela irradiação seletiva. Análise por 

citometria de fluxo das células da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c. 

Células B-1 foram duplamente marcadas para anti-CD45 (PE) e anti-CD11b 

(FITC) (A) não-irradiado e (B) irradiado. 
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4.2. Efeito da irradiação seletiva no lúpus murino 

 

4.2.1. Sobrevida 

 

 A sobrevida dos animais (NZB/NZW) F1 tratados com irradiação foi estatisticamente 

maior quando comparada aos camundongos não-irradiados (controle) (Figura 3). Ao longo 

do experimento, foi observado que os animais do grupo controle morreram entre 8 e 10 

meses de idade, enquanto que os animais tratados, sobreviveram até os 16 meses de 

idade . 

 

 

 Figura 3: Repetidas doses de radiação ionizante aumentam sobrevida em modelo 
experimental de lúpus. Aos três meses de idade, camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos 

foram expostos a 9 Gy de irradiação por dez meses consecutivos (quadrados). 

Camundongos não-irradiados foram usados como controle (triângulos). A sobrevida dos 

animais foi monitorada até os 16 meses de idade. A diferença estatística foi avaliada pelo 

teste Students´s. P<0.001. 
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4.2.2. Análise macroscópica 

 

A análise do baço dos animais mostrou que o peso, coloração e dimensões 

apresentavam variações entre o grupo irradiado e não-irradiado. Nos animais do grupo 

controle, os baços apresentavam-se maiores e mais escuros que os dos camundongos 

irradiados (Figura 4). Além disso, os animais irradiados não apresentaram anasarca nem 

pêlos eriçados (dados não mostrados), características comuns em camundongos lúpicos. 

 

 

 

 
Figura 4: Radiação seletiva diminui consideravelmente 
esplenomegalia. Fotomacrografia e gráfico comparativo do peso do baço 

de animais (NZB/NZW) F1. A seta indica o baço de animal controle (não-

irradiado). *P<0,01; em relação ao controle. 

 

 

 

 

 

 

 41



 

4.2.3. Histopatologia dos rins 

 

 Os rins dos camundongos (NZB/NZW) F1 jovens (seis semanas), lúpicos e tratados 

foram fixados em líquido de Bouin, incluídos em parafina e cortados em micrótomo. Os 

cortes foram fixados em lâminas de vidro e corados por hematoxilina e eosina. 

A figura 5A mostra corte histológico do rim de animal (NZB/NZW) F1 jovem (6 

semanas) quando ainda não apresentava sinais da doença (grupo controle). Pode-se 

notar que o parênquima renal está com estrutura geral preservada. Os glomérulos 

apresentam arquitetura normal, sem alterações histológicas. Não há hipercelularidade 

endo ou extracapilar e a membrana basal capilar está íntegra. Não se observam 

alterações túbulo-intersticiais inflamatórias ou esclero-atróficas. O compartimento vascular 

não está alterado. Em contraposição, nos animais não-irradiados (doentes), os cortes 

histológicos revelam comprometimento difuso, global e homogêneo dos glomérulos. As 

alterações glomerulares são caracterizadas por hipercelularidade endocapilar, exsudação 

neutrofílica, acentuação da lobulação e isquemia. Focalmente, a membrana glomerular 

capilar está espessada por depósitos submembranosos. Os túbulos exibem alterações 

degenerativas vacuolares. Nos interstícios, predominantemente junto aos vasos, 

observam-se acúmulos inflamatórios linfomono-plasmocitários. O compartimento vascular 

está preservado. O conjunto de alterações é consistente com nefrite lúpica classe IV da 

OMS (Figura 5 B e C).  

A análise histopatológica dos rins dos animais irradiados mostra parênquima renal 

com estrutura geral preservada. Os glomérulos têm arquitetura normal, parênquima renal 

com estrutura geral preservada, exibindo focalmente discreta celularidade mesangial. Não 

há alterações histológicas tubulares ou intersticiais significativas (Figura 5 D). 
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Figura 5: Cortes histológicos para avaliação do parênquima renal de animais 

sadios, lúpicos e tratados. Os fragmentos dos rins foram fixados em líquido 

de Bouin e os cortes corados pela técnica de hematoxilina eosina (H.E.). (A)

Grupo Controle: parênquima renal com estrutura geral preservada, 

glomérulos com arquitetura íntegra, sem alterações histológicas; (B) Grupo 

não tratado (doentes): cortes histológicos revelam comprometimento difuso, 

global e homogêneo dos glomérulos, com acentuada lobulação glomerular 

(seta fina) e acúmulos inflamatórios linfomono-plasmocitários (seta larga) 

(10x); (C) Grupo não tratado (doentes): hipercelularidade endocapilar (seta 

larga) e exsudação neutrofílica (seta pontilhada) (40x); (D) Irradiado (tratado): 

parênquima renal com estrutura geral preservada, glomérulos com 

arquitetura normal. No interior de alças capilares, observam-se massas 

hialinas com aspecto consistente com pseudotrombos (seta) (40x).  
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4.2.4. Produção de auto-anticorpos séricos 

 

4.2.4.1. Imunofluorescência 

 

Para verificar a presença de auto-anticorpos no soro dos animais, foi utilizado o 

método de imunofluorescência indireta, que utiliza lâminas preparadas a partir de cultura 

de Crithidia luciliae. Foi observada a presença de auto-anticorpos anti-DNA em 

camundongos controle, mas não em camundongos tratados (Figura 6). 

 

 

 Figura 6: Irradiação seletiva diminui IgG e IgM anti-DNA em soro de (NZB/NZW) F1. A 

imunofluorescência indireta (IFI) para detecção de anticorpos anti-DNA foi realizada a partir de 

lâminas de Crithidia luciliae. É observada a presença de altos títulos de anticorpos anti-DNA em 

camundongos não-irradiados (barras brancas), mas não em camundongos tratados (barras pretas). 

(***P<0.0001). 

 

 

 

  

 

 44



 

4.2.4.2. ELISA  

 

 Corroborando os dados da figura anterior, a figura 7 mostra ELISA para detecção 

de anticorpos anti-DNA. DNA de timo de vitelo foi utilizado como substrato. Tanto a 

produção de IgG quanto de IgM para antígenos próprios foi significativamente diminuída 

nos soros dos camundongos irradiados, quando comparados com os animais controle 

(não-irradiados). Além disso, interessantemente, os níveis de IgG e IgM totais dos soros 

dos camundongos mantiveram-se estáveis (Figura 8), havendo, porém, uma redução 

específica para anticorpos contra DNA (Figura 7). Esses dados sugerem que a irradiação 

seletiva afetaria somente a produção de anticorpos “patogênicos”, deixando intactos os 

clones produtores de outras imunoglobulinas. 
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 Figura 7: Irradiação diminui auto-anticorpos contra DNA no soro de animais (NZB/NZW) F1. A 

detecção de anticorpos anti-DNA nativo nos soros dos animais foi realizada por ensaio 

imunoenzimatico (EIA). Placas de polivinil foram revestidas com DNA de timo de vitelo. Anticorpos 

anti-IgG ou IgM murinos conjugados a peroxidase foram usados para detecção dos auto-anticorpos. É 

observada a presença de altos títulos de anticorpos anti-DNA no soro de camundongos não-

irradiados (barras brancas), mas não em camundongos tratados (barras pretas). (***P<0.0001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 8: Níveis séricos de IgG e IgM totais não são alterados após irradiação. Quadrados –

grupo irradiado; Triângulos - grupo não-irradiado. 
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4.3 Radiação ionizante não modifica a população de células B-1 peritoneais 

em camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos. 

 

Camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos foram submetidos a consecutivas doses de 

irradiação ionizante. Ao contrário do observado nos camundongos BALB/c, animais desta 

linhagem não apresentaram redução na população de células B-1 da cavidade peritoneal 

48 h após irradiação. A Figura 9 mostra citometria de fluxo de lavado peritoneal de 

camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos irradiados ou não. É possível observar que não 

houve diferença entre a população de células B-1 nos animais irradiados (Figura 9B), em 

relação aos animais controle (Figura 9A). Outrossim, essas células resistentes à radiação 

são predominantemente CD5+, caracterizando-as como células B-1a (Figura 9C).  

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Radiação ionizante não modifica a população de células B-1 em camundongos 
(NZB/NZW) F1, que são predominantemente B-1a. Análise por citometria de fluxo das células 

da cavidade peritoneal de camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos irradiados ou não. Não houve 

redução das células B-1 nos animais irradiados (B) em relação aos animais controle (A). Essas 

células são CD5+, caracterizando-as como células B-1a (C). 
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4.4. Radiorresistência em células B-1 é inerente ao camundongo (NZB/NZW) 

F1 fêmeo. 

 

No intuito de verificar se a radiorresistência das células B-1 nas fêmeas dos 

camundongos (NZB/NZW) F1 era também observada nas linhagens parentais, 

camundongos das linhagens NZB e NZW, foram irradiados com 9 Gy na região 

toracoabdominal, como descrito em material e métodos. Surpreendentemente, assim 

como mostrado nos camundongos BALB/c (Figura 2), houve considerável depleção das 

células B-1 na cavidade peritoneal destas linhagens quando analisadas por citometria de 

fluxo (Figura 10). Este dado indica que a resistência à radiação parece ser própria da 

linhagem do camundongo, visto que, somente nos animais (NZB/NZW) F1 fêmeos, as 

populações de B-1 mantiveram-se estáveis mesmo após consecutivas doses de 

irradiação. 
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Figura 10: Radiorresistência em células B-1 é própria dos camundongos (NZB/NZW) 
F1 fêmeos. Citometria de fluxo de lavado peritoneal de camundongos das linhagens NZB, 

NZW, e (NZB/NZW) F1 fêmeos. Houve considerável depleção das células B-1 na cavidade 

peritoneal destas linhagens, com exceção dos animais (NZB/NZW) F1 fêmeos. (A) Não-

irradiado, (B) Irradiado. 
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4.5. Células B-1 são mantidas in vitro após irradiação seletiva e produzem 

continuamente IL-10 e IgM. 

 

Culturas de células peritoneais de camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos foram 

realizadas, conforme descrito em material e métodos, para verificar possível diferença na 

produção de fatores nas populações celulares após o tratamento dos animais com 

irradiação. A Figura 11 mostra que as células B-1 em cultura mantiveram-se com 

porcentagens muito aproximadas entre os grupos irradiado ou não-irradiado.  

 

 

 
Figura 11: Células B-1 permanecem em cultura após irradiação. Citometria de fluxo 

mostrando porcentagem de células B-1 (CD11b+ IgM+) em cultura de cinco dias da 

cavidade peritoneal de camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos não-irradiados (A) e 

irradiados (B). 
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 Dados da literatura mostraram que células B-1 produzem altas quantidades de IL-

10 (95) e que utilizam esta citocina como fator de auto-renovação. Além disso, este 

subtipo de linfócitos B tem a capacidade de secretar espontaneamente anticorpos da 

classe IgM. Dessa maneira, a produção de IL10 e IgM pelas células B-1 dos camundongos 

irradiados e não-irradiados foi testada in vitro. Esses fatores foram medidos nos 

sobrenadantes de cultura de células B-1 após períodos pré-determinados de cultura. As 

Figuras 12 e 13 mostram que, apesar da irradiação, células B-1 continuamente produzem 

IL10 e IgM em quantidades similares àquelas produzidas por células B-1 de animais não-

irradiados. 

Esses dados sugerem que a população de células B-1 radiorresistentes na 

cavidade peritoneal destes animais, sobrevivem em cultura e estão, aparentemente, 

funcionalmente inalteradas, mesmo após sucessivas doses de irradiação. 
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Figura 12: Irradiação não interfere na síntese de IL-10 pelas células B-1 in vitro. Os sobrenadantes 

das culturas foram recolhidos diariamente após o cultivo das células. As barras não-preenchidas 

(brancas) indicam a quantidade de IL-10 em pg/mL produzida pelas células B-1 de camundongos 

(NZB/NZW) F1 fêmeos não-irradiados; as barras preenchidas (pretas), dos animais irradiados. 

Observa-se que não há diferença na síntese de IL-10 por células B-1 provenientes dos dois grupos de 

camundongos. 
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Figura 13: Irradiação não interfere na produção de IgM pelas células B-1 in vitro. Os 

sobrenadantes das culturas foram recolhidos diariamente após o cultivo das células. As 

barras brancas indicam a densidade óptica (DO) de IgM produzida pelas células B-1 de 

camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos não-irradiados. As barras pretas representam os 

animais irradiados. Observa-se que não há diferença na síntese de IgM por células B-1 

provenientes dos dois grupos de camundongos. 

 

 

 

 

 

 

4.6. Células B-1 radiorresistentes superexpressam Bcl-2 

 

Na tentativa de encontrar um mecanismo que sustentasse a radiorresistência nos 

linfócitos B-1, células recém coletadas da cavidade peritoneal foram submetidas à 

purificação por beads magnéticas. Após a eluição, as células foram analisadas por 

citometria de fluxo para confirmação da pureza da amostra (Figura 14). Extratos celulares 

foram obtidos de células B-1 purificadas e as dosagens protéicas foram realizadas 

segundo o método de Bradford (1). As amostras em análise foram diluídas, fervidas e 

aplicadas no gel de poliacrilamida, como descrito em material e métodos. Após a corrida 

eletroforética, os géis foram corados pelo método Coomassie brilliant blue para a 
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coloração de proteínas ou então transferidos para membranas de nitrocelulose. A Figura 

15 mostra intensa reação por immunoblotting em membrana de nitrocelulose para o 

anticorpo anti-Bcl-2 nas células B-1 dos camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos irradiados 

ou não. 

O dado obtido sugere que camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos apresentam, na 

população de células B-1 da cavidade peritoneal, expressão constitutiva da molécula anti-

apoptótica Bcl-2. É provável que essa proteína seja a principal responsável na resistência 

à irradiação observada nessas células. 
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A B

C

 
Figura 14: Figura 2: Porcentagem de células B-1 da população celular peritoneal 
após purificação. Células coletadas diretamente do lavado peritoneal, 6h após última 

irradiação, foram purificadas por beads magnéticas, utilizando-se inicialmente beads

magnéticas revestidas com anti-CD23 para retirada de células B-2 (A). Após esta 

primeira seleção, este conjunto de células negativas para CD23, foi positivamente 

selecionada com beads magnéticas revestidas com anti-CD19 (B). Depois da eluição, as 

células foram submetidas à análise por citometria de fluxo para confirmação da pureza 

das células B-1. Estas células foram marcadas para CD11b e CD45 (C). 
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Figura 15: Células B-1 radiorresistentes superexpressam Bcl-2. Para o 

immunoblotting em membrana de nitrocelulose, os extratos celulares foram obtidos de 

células B-1 purificadas e as dosagens protéicas foram realizadas segundo método de 

Bradford (1). Observa-se intensa reação com o anticorpo anti-Bcl-2 nas células B-1 dos 

camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos irradiados ou não e níveis basais para o mesmo 

anticorpo em camundongos BALB/c. Nesta figura, (1) indica extrato protéico de células 

B-1 purificadas de camundongo BALB/c não-irradiado, (2) BALB/c irradiado, (3) células 

B-1 de camundongo (NZB/NZW) F1 fêmeos não-irradado e (4) (NZB/NZW) F1 

irradiado. 

 

 

 

 

 

 

4.7. Como a irradiação confere resistência ao lúpus murino após irradiação? 

 

Considerando que as células B-1 parecem não estar diretamente envolvidas com o 

lúpus eritematoso sistêmico neste modelo experimental, decidimos verificar se a irradiação 

seletiva poderia alterar outras populações celulares que eventualmente estariam 

envolvidas na patogênese do LES. Assim, as células da cavidade peritoneal, sangue 

periférico e baço foram avaliadas. 

A irradiação seletiva induziu significativa alteração no padrão de leucócitos 

circulantes, induzindo mudanças no número total dos glóbulos brancos. Após 24 e 48 h da 

irradiação, foi observada uma queda significativa no número dos leucócitos (Figura 16A). 

A contagem diferencial leucocitária mostrou declínio significativo no número de linfócitos 
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24 h e 48 h após irradiação (Figura 16B). Entretanto, os valores das contagens total e 

diferencial foram normalizados 72 h após irradiação. A contagem do número absoluto e 

das porcentagens das células TCD4, TCD8, B-2 e macrófagos da cavidade peritoneal 

também foram restabelecidas 72 h após irradiação (Figura 17). Contudo, 

interessantemente, as mesmas células (TCD4, TCD8, B-2 e macrófagos) exibiram um 

longo atraso em repopular o baço (aproximadamente vinte dias), como mostrado na Figura 

18. 

Esses resultados sugerem que os possíveis clones auto-reativos que poderiam 

estar presentes no baço dos animais, foram eliminados após irradiação ionizante. Assim, 

parece razoável especular que o tratamento periódico com irradiação seletiva, pode elidir 

células auto-reativas do baço, não havendo tempo hábil para que as populações celulares 

neste órgão sejam restauradas e induzam doença auto-imune. 
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Figura 16: População leucocitária do sangue periférico é restabelecida 72h após 
irradiação seletiva em camundongos (NZB/NZW) F1. (A) Número total de leucócitos 

circulantes no sangue periférico antes (tempo 0) e 24, 48, 72, 96 e 120 horas após a 

irradiação seletiva dos camundongos (NZB/NZW) F1. Os resultados expressam a média ±

e.p.m. *P<0,05, por comparação dos animais dos grupos 24, 48h com o tempo inicial (0h). (B) 

Contagem leucocitária diferencial do sangue periférico. Os dados mostram a média ± e.p.m. 

*P<0,05, por comparação dos linfócitos dos animais dos grupos 24, 48h com o tempo inicial 

(0h). Não há diferença na contagem de monócitos e neutrófilos do sangue periférico após 

irradiação dos animais. 
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Figura 17: Porcentagens e contagem do número absoluto de células 
peritoneais após irradiação seletiva em camundongos (NZB/NZW) F1. As 

populações celulares de TCD4, TCD8, B-2, macrófagos (citometria de fluxo) e a 

contagem do número absoluto das células da cavidade peritoneal de animais 

(NZB/NZW) F1 irradiados, foram restabelecidas 72 h após irradiação. (A) TCD4 

(CD4+ CD3+ CD5+), (B) TCD8 (CD8+ CD3+ CD5+), (C) B-2 (CD23+ CD19+ 

CD11b-), (D) MØ (CD11b+ CD5- CD19-) e (E) contagem do número total de células 

peritoneais em câmara de Neubauer. Estatisticamente significativo quando 

comparado com o controle (0h). Teste Student: *P<0.005, #P<0.05. 
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Figura 18: Atraso em repopular células do baço de camundongos (NZB/NZW) F1 após 
irradiação seletiva. Porcentagem e contagem do número absoluto dos esplenócitos apresentam 

longo atraso em restaurar populações celulares do baço. Observa-se que a restituição dos 

esplenócitos ocorre aproximadamente no vigésimo dia após irradiação. (A) TCD4 (CD4+ CD3+ 

CD5+), (B) TCD8 (CD8+ CD3+ CD5+), (C) B-2 (CD23+ CD19+ CD11b-), (D) MØ (CD11b+ CD5-

CD19-) e (E) contagem do número total de células peritoneais em câmara de Neubauer. 

Estatisticamente significativo quando comparado com o controle (0h). Teste Student: *P<0.005, 

#P<0.05. 
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5. Discussão 
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 Dados da literatura mostram resultados positivos no controle da progressão do 

Lúpus Eritematoso Sistêmico em camundongos (38, 93, 96) e humanos (94, 97) com 

doses de irradiação fracionada, conhecida como irradiação linfóide total (ILT). Este 

tratamento induz remissão de doenças em alguns modelos, incluindo artrite (98, 99) e 

lúpus (93, 100). Entretanto, não é totalmente esclarecido como a irradiação exerce efeitos 

benéficos em doenças auto-imunes. 

 O envolvimento de células B-1 em doenças auto-imunes é relatado em alguns 

trabalhos. Por exemplo, em camundongos NZB/xid e (NZB/NZW) F1/xid, que 

congenitamente não possuem células B-1 (81), há produção diminuída de auto-anticorpos 

e os sinais da doença estão reduzidos (54, 82). In vivo, a eliminação de células B-1 

peritoneais por injeções repetidas de anticorpos anti-IL-10 (83, 84) ou injeção peritoneal de 

água (85) em camundongos (NZB/NZW) F1, os sinais da doença são consideravelmente 

reprimidos. Quando células B-1, mas não células B-2, são transferidas de camundongos 

transgênicos 2-12H/Faslpr para animais Faslpr, são geradas células secretoras de 

anticorpos anti-Sm nos linfonodos mesentéricos e lamina própria (101). 

Existem evidências que as células B-1 são sensíveis à radiação ionizante (88). 

Dessa maneira, em nosso estudo, o principal objetivo foi aplicar a irradiação gama 

toracoabdominal em camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos para investigar a evolução dos 

sinais do lúpus nesses animais e estabelecer uma possível relação entre a evolução da 

doença e células B-1. 

O modelo experimental constituiu na aplicação de doses de irradiação de 9 Gy na 

região toracoabdominal, durante 10 meses consecutivos. Ao longo do experimento, 

animais do grupo controle (não-irradiados) morreram com idade média de 8 meses. No 

grupo dos animais irradiados, todos os animais estavam vivos aos 13 meses de idade. 
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Nesta idade, parte dos animais tratados foi sacrificada e parte mantida sob observação até 

16 meses, quando foram também sacrificados. A diferença na sobrevida dos animais 

tratados e controles foi estatisticamente significativa, já que 100% da população tratada 

com radiação sobreviveu. Estes resultados confirmam os dados da literatura, onde se 

relata que 90% da população de camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos morrem neste 

mesmo período (52). Além disso, a radiação ionizante suprime a esplenomegalia e edema 

generalizado, bem como a nefrite lúpica e a produção de auto-anticorpos. Esses achados 

corroboram dados da literatura mostrando expressiva melhora da doença em 

camundongos MRL-lpr/lpr (37, 102) e (NZB/NZW) F1 (96) submetidos a irradiação. 

O método aqui utilizado, indubitavelmente, depleta a população de células B-1 em 

camundongos BALB/c, NZB e NZW. Surpreendentemente, ao contrário das outras 

linhagens, o número de células B-1 da cavidade peritoneal de animais (NZB/NZW) F1 

fêmeos não apresentou redução após a irradiação. Observamos cerca de 60% desta 

população celular nos animais não-irradiados e 56% nos camundongos irradiados. Não 

somente as células estavam presentes na cavidade peritoneal, como foram observadas 

em cultura de células peritoneais de sete dias, o que indica resistência à radiação 

ionizante neste modelo experimental de lúpus.  

Além disso, as células B-1 mostraram atividade normal quanto à produção de IL-10 

e IgM in vitro. Dados da literatura demonstram que a IL-10 é uma das principais citocinas 

antiinflamatória produzida por células do sistema imune (95).  

Demonstramos que um provável mecanismo de radiorresistência das células B-1 é 

a superexpressão da proteína anti-apoptótica Bcl-2. A família da proteína Bcl-2 tem papel 

importante na regulação em muitos sistemas celulares (97). Membros da família Bcl-2 são 

capazes de impedir morte celular induzida por numerosos estímulos, incluindo radiação 
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ionizante (80, 103). Além da superexpressão de Bcl-2 observada nas células B-1 de 

camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos, é possível que a diferença da porcentagem de 

células B-1 da cavidade peritoneal de (NZB/NZW) F1 fêmeos, quando comparada a outras 

linhagens após irradiação, seja devido a distintas suscetibilidades à radiação, inerente a 

cada linhagem de camundongo. Uma explicação plausível para este fenômeno é que o 

mecanismo regulatório de proliferação celular possa ter sido danificado pela radiação, o 

qual poderia conferir resistência à radiação destas células nos camundongos (NZB/NZW) 

F1 fêmeos. 

Assim, os dados que mostram a permanência de células B-1 viáveis, concomitante 

com a melhora da doença dos animais depois de repetidas doses de irradiação, leva-nos a 

crer que as referidas células possam não estar diretamente ligadas com o LES em 

camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos. Neste contexto, dados da literatura mostram a não 

participação de células B-1 em auto-imunidade (104, 105). Em camundongos deficientes 

para Fas, células B-1 não contribuem para a produção de auto-anticorpos (87). Em adição, 

a superexpressão de IL-5 em camundongos (NZB/NZW) F1 aumenta consideravelmente o 

número de células B-1a. Entretanto, há notável redução da produção de anticorpos anti-

DNA e ocorrência de nefrite lúpica (106). 

 Anticorpos contra ds-DNA são caracteristicamente encontrados e correlacionados 

com a atividade do LES em modelos murinos e em humanos (107). Auto-anticorpos 

secretados por plasmócitos auto-reativos são comuns em doenças auto-imunes sistêmicas 

ou órgão-específicas (108, 109). Na busca de outros fatores que possam ter levado à 

proteção dos camundongos em nosso modelo experimental, um dado que merece 

destaque foi o fato de que níveis séricos totais de IgG e IgM não foram alterados nos 

camundongos (NZB/NZW) F1 irradiados quando comparados aos animais controle, ao 
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passo que a produção de anticorpos anti-DNA foi significativamente diminuída. Dessa 

maneira, podemos concluir que a remissão da doença pode estar associada com a 

significante queda dos níveis de auto-anticorpos pela irradiação toracoabdominal dos 

animais, visto que os auto-anticorpos podem contribuir direta ou indiretamente para a 

patogênese de doenças auto-imunes por mecanismos efetores clássicos, como a 

formação e deposição extensiva de imunocomplexos (107, 110).  

 Hoyer e colaboradores mostraram que plasmócitos de vida longa contribuem para a 

auto-imunidade humoral em camundongos (NZB/NZW) F1 (111). No entanto, se células 

secretoras de auto-anticorpos poderão se tornar plasmócitos de vida longa, dependerá do 

tempo e modo de geração das mesmas. Ainda não está esclarecido o mecanismo pelo 

qual a sobrevivência e migração de plasmócitos são reguladas. Dados da literatura 

sugerem que a longevidade dos plasmócitos não é (somente) uma capacidade intrínseca 

da célula, mas depende do ambiente aprobativo, que são nichos específicos de 

sobrevivência, os quais podem ser encontrados na medula óssea, tecido inflamado e baço 

auto-imune (112). Dados recentes da literatura mostraram que plasmócitos auto-reativos 

com especificidade para antígenos glomerulares, estão presentes em maior número nos 

rins que no baço e sangue periférico de camundongos lúpicos (113). Em pacientes com 

síndrome de Sjögren, auto-anticorpos anti-Ro/SSA e anti-La/SSB são produzidos por 

linfócitos infiltrados nas glândulas salivares desses pacientes (114). Esses dados sugerem 

um potencial envolvimento de auto-anticorpos produzidos localmente no tecido injuriado. 

Dessa maneira, em nosso modelo experimental, é possível que após irradiação ionizante, 

tenha ocorrido depleção de plasmócitos patogênicos localizados nos tecidos, contribuindo 

assim, para a remissão do LES nos camundongos (NZB/NZW) F1. 
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 O fato de que muito mais plasmócitos são gerados durante a resposta imune 

adaptativa em relação àqueles que sobrevivem e tornam-se plasmócitos de vida longa, 

sugere que somente uma fração seleta de plasmócitos entra no “pool” de plasmócitos de 

vida longa. A competição de plasmócitos por nichos de sobrevivência presumivelmente 

controla o estabelecimento da imunidade humoral e imunopatologia (112). É 

surpreendente que os baços de camundongos (NZB/NZW) F1 forneçam dez vezes mais 

nichos de sobrevivência que em camundongos normais (111). Assim, pode-se especular 

que a irradiação inibe a emergência de clones linfóides que secretam auto-anticorpos 

envolvidos com a formação de imunocomplexos, ao mesmo tempo sem necessariamente 

afetar as células B não-patogênicas pré-existentes ou plasmócitos radiorresistentes.  

Acreditamos ainda que as modificações imunológicas nos camundongos irradiados 

têm papel importante na supressão da doença, visto que a exposição a doses sub-letais 

de radiação pode estimular o sistema homeostático nos camundongos (NZB/NZW) F1. É 

possível que esse tratamento ative o sistema imunológico aumentando o número de 

células imunes ativas e diminuindo o de células anômalas, embora os detalhes deste 

mecanismo, como mediadores solúveis e moléculas transdutoras de sinal, precisem ser 

esclarecidos. 

O efeito protetor da irradiação neste trabalho pode também ser devido à eliminação 

ou redução significativa de exeqüíveis clones patogênicos de células B-2 e T do baço dos 

camundongos (NZB/NZW) F1 após irradiação. Dados da literatura descrevem diminuição 

de esplenócitos similar aos nossos resultados, embora de menor magnitude, após 

exposição a íons de ferro (115) e raios gama (116).  

Pode existir uma taxa ideal de radiação para diminuição de células anormais além 

da escala de radiação empregada neste estudo. Entretanto, supomos que a redução dos 
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esplenócitos ajude a esclarecer, pelo menos em parte, a melhoria do LES neste modelo 

experimental, embora outros fatores possam também estar envolvidos. Dessa maneira, os 

dados aqui apresentados indicam que células do baço são mais afetadas pela irradiação 

que aquelas da cavidade peritoneal e sangue periférico. Os resultados sugerem também 

que a resposta dos linfócitos nos diversos compartimentos corpóreos do camundongo 

pode ser variável. 

Assim, supomos que, em nosso protocolo com as doses mensais de irradiação, as 

células anormais não teriam tempo hábil para repopular os compartimentos que 

abrigariam nichos de clones patogênicos nem seus precursores. O efeito 

imunossupressivo transiente da irradiação pode ser explicado pela depleção direta de 

células imunocompetentes de compartimentos linfóides, ao mesmo tempo em que mantêm 

a capacidade generativa das células tronco dos compartimentos protegidos pelo chumbo, 

que também restaura o sistema imunológico ao longo do tempo. 

Em conjunto, nossos resultados indicam que o tratamento com radiação ionizante 

toracoabdominal em camundongos (NZB/NZW) F1 influencia consideravelmente a 

evolução da doença. Contudo, uma relação direta entre a população de células B-1 e a 

evolução do LES murino não pode ser claramente estabelecida. Outrossim, células B-1 

poderiam contribuir ativamente na resposta imune como células reguladoras [117] e não 

somente simbolizando um subgrupo celular vestigial de uma primeira linha de defesa 

ancestral. Além disso, a descoberta que as células B-1 de camundongos (NZB/NZW) F1 

fêmeos são resistentes à radiação ionizante abre um novo campo de investigação, não só 

voltado para a biologia da célula B-1, mas como sobre as possíveis implicações desse 

fenômeno na patogenia de doenças auto-imunes.  
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6. Conclusões 
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Os dados aqui apresentados permitem-nos concluir que a radiação parcial de 

camundongos (NZB/NZW) F1 atenua de maneira marcante, o desenvolvimento do LES 

neste modelo experimental.  

 Animais irradiados tiveram sobrevida de até 16 meses sem apresentar sinais da 

doença, enquanto que os camundongos controles (não-irradiados) sobreviveram entre 8 e 

10 meses de idade. Animais irradiados não apresentaram esplenomegalia, anasarca, 

lesões glomerulares nem produção de anticorpos anti-DNA. Foi demonstrado ainda que, 

contrariamente ao observado em camundongos BALB/c, NZB e NZW, células B-1 da 

cavidade peritoneal de camundongos (NZB/NZW) F1 fêmeos são resistentes à radiação 

ionizante. Este fenômeno ocorre provavelmente pela superexpressão da molécula anti-

apoptótica Bcl-2. Células B-1 radiorresistentes produzem IL-10 e IgM em quantidades 

similares aos animais controle. 

 A possível participação dessas células radiorresistentes na patogenia do lúpus 

murino ainda não pode ser esclarecida. Contudo, esplenócitos exibiram um longo atraso 

em restituir o baço, sugerindo que possíveis células auto-reativas que poderiam estar 

presentes no baço dos animais, foram eliminadas após irradiação. Assim, parece razoável 

especular que a irradiação seletiva periódica pode suprimir clones auto-reativos do baço, 

não havendo tempo hábil para que este órgão seja restaurado e induza doença auto-

imune. 
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 The New Zealand Black x New Zealand White F1 [(NZB/NZW) F1] mouse develops 

an autoimmune condition in all similar to the systemic lupus erythematosus that occurs in 

humans. Among all the cellular alterations described, the number of B-1 cells increases in 

(NZB/NZW) F1 mice and in patients with rheumatoid arthritis and Sjögren disease. 

Considering evidences that B-1 cells could play a role in the development of lupus-like 

condition in female (NZB/NZW) F1 mice, a lead device was developed in order to deplete 

the animals of B-1 cells by selective irradiation. Apparatus protects the front and hind limbs 

of the animals against radiation, living the thoracic and abdominal region exposed. Cells 

were characterized by FACS. Survival of irradiated mice was significantly higher when 

compared with non-irradiated animals. Histological analysis of kidneys of irradiated animals 

showed milder lesions. Further, autoantibody was lower in irradiated mice when compared 

to controls. Radiation lead to marked reduction of B-1 cells in BALB/c but not in 

(NZB/NZW) F1 female mice. The radioresistance observed in B-1 cells from (NZB/NZW) 

F1 female mice is probably due to the overexpression of Bcl-2. The possible relationship 

between the radioresistance of these cells and the impairment of SLE is discussed. 

 

 

 

 

 

 

 

 86



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas

http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1


Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
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Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
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