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Um proprietdrio 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
construido; que vira muitos mares e climas, e com freqiiéncia necessitara de
reparos. Dividas de que possivelmente ndo estivesse em condigdes de navegar
Ihe haviam sido sugeridas. Essas duvidas 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 |he custasse grandes despesas. No
entanto, antes que a embarcagdo partisse, conseguiu superar essas reflexdes
melancdlicas. Disse a si mesmo que o navio passara por muitas viagens e
resistira a muitas tempestades em seguranga, que era infundado supor que ndo
voltaria a salvo fambém dessa viagem. Ele confiaria na Providéncia, que ndo
podia deixar de proteger todas essas familias infelizes que estavam
abandonadas a sua terra natal em busca de dias melhores em outros lugares.
Tiraria de sua cabega todas as suspeitas mesquinhas sobre a honestidade dos
construtores e empreiteiros. Dessa forma, ele adquiriu uma convicgdo sincera e
confortdvel de que o seu havio era totalmente seguro e capaz de resistir as
infempéries; assistiu a sua partida de coragdo 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
histéria a ninguém.

O que devemos dizer desse homem? Sem divida. O seguinte: que ele foi
de fato culpado da morte dessas pessoas. Admite-se que ele acreditava
sinceramente nas boas condigdes de seu navio; mas a sinceridade de sua
convicgdo ndo o ajuda de modo algum, porque ele ndo tinha o direito de
acreditar na evidéncia que estava diante de si. Ndo adquirira a sua opinido
conquistando-a honestamente pela investigagdo paciente, mas reprimindo as

suas duvidas...

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



A compreensdo humana ndo é um exame desinteressado, mas recebe
infusdes da vontade e dos afetos; disso se originam ciéncias que podem ser
chamadas “ciéncias conforme a nossa vontade”. Pois um homem acredita mais
facilmente no que gostaria que fosse verdade. Assim, ele rejeita coisas dificeis
pela impaciéncia de pesquisar; coisas sensatas, porque diminuem a esperanga; as
coisas mais profundas da natureza, por superstigdo; a luz da experiéncia por
arrogdncia e orgulho; coisas que ndo sdo comumente aceitas, por deferéncia da
opinido do vulgo. Em suma, inimeras sdo as maneiras, e as vezes imperceptiveis,

pelas quais os afetos colorem e contaminam o entendimento.

Francis Bacon, Novum organon, (1620).



A intui¢do, ndo testada e ndo comprovada, é

uma garantia insuficiente da verdade.

Bertrand Russell, Mysticism and logic (1929).
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Resumo

Objetivo: Investigar se a irradiacdo toracoabdominal de camundongos induz
bloqueio na evolugdo do LES em camundongos (NZB/NZW) F1 e a possivel
participacdo de ceélulas B-1 no processo. Métodos: Camundongos das linhagens
(NZB/NZW) F1 fémeos, NZB e NZW foram irradiados com 9 Gy na regido
toracoabdominal, a partir do terceiro més de vida; 1x por més até 13 meses de
idade. A dose total administrada foi de 90 Gy. Os animais foram sacrificados 48 h
apos a ultima irradiacdo, exceto os animais (NZB/NZW) F1 fémeos nao-irradiados
(ldpicos), que vieram a 6bito 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 ndo. Foi também realizada analise por imunofluorescéncia indireta, da
presenca de auto-anticorpos no soro dos animais tratados e controles. Os rins dos
animais foram analisados por métodos histologicos convencionais. Resultados: A
sobrevida dos camundongos tratados com irradiacdo foi estatisticamente maior,
guando comparada com aquela de camundongos nédo-tratados. Animais irradiados
nao apresentaram sinais da doenca nem niveis detectaveis de auto-anticorpos
circulantes. A analise histopatolégica dos rins mostrou diminuicdo das lesdes
glomerulares e do infiltrado de células inflamatdrias nos animais tratados, em
contraposicdo aos glomérulos dos animais controles ndo tratados. Células B-1
estdo normalmente presentes na cavidade peritoneal de animais (NZB/NZW) F1 e
BALB/c, NZB e NZW. A irradiacdo seletiva desses animais resultou em diminui¢cao

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

XVi



e NZW mas ndo de animais (NZB/NZW) F1 fémeos. As células B-1 nos
camundongos (NZB/NZW) F1 expressam de forma constitutiva a molécula anti-
apoptotica Bcl-2. E provavel que essa proteina seja a principal responsavel pela
resisténcia a irradiacdo observada nessas células. As células do baco, TCDA4,
TCDS8, B-2 e macrdéfagos, exibiram um longo atraso em repopular este orgao
(aproximadamente vinte dias) apos irradiacdo. Esses resultados sugerem que o0s
possiveis clones auto-reativos que poderiam estar presentes no bagco dos animais,
foram eliminados apos irradiacédo ionizante. Conclusdes: O meétodo de irradiacao
desenvolvido em nosso laboratério, em concordéncia com dados da literatura,
impediu o desenvolvimento do LES em camundongos (NZB/NZW) F1. Foi
demonstrado que células B-1 desses camundongos sdo radiorresistentes. A
possivel participacdo dessas células radiorresistentes na patogenia do lUpus
murino ainda nao pode ser esclarecida. Contudo, esplendcitos exibiram um longo
atraso em restituir o bago, sugerindo que possiveis células auto-reativas que
poderiam estar presentes no baco dos animais, foram eliminadas apés irradiacéo.
Assim, parece razoavel especular que a irradiacao seletiva periddica pode suprimir
clones auto-reativos do baco, ndo havendo tempo habil para que este érgao seja

restaurado e induza doencga auto-imune.
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1. Introducao



1.1. Lapus Eritematoso Sistémico

1.1.2. Conceitos Gerais

O Luapus Eritematoso Sistémico (LES) é doenca inflamatoria crénica caracterizada
por envolvimento de multiplos sistemas e orgaos incluindo pele, articulacdes, sistemas
cardiopulmonar, vascular, hematologico, renal e neurolégico, que podem ser acometidos
de forma simultadnea ou progressiva. Geralmente evolui de forma flutuante, com periodos
de remissdo e surtos de exacerbacao, apresentando curso e prognostico variaveis com
significante morbidade e mortalidade, principalmente devido ao envolvimento de 6rgaos
vitais (2-4).

O termo ldpus, lobo em latim, foi utilizado no século XVIII para descrever uma
variedade de doencas cutaneas. Porém, o primeiro relato historico de Lupus Eritematoso
Sistémico foi feito por Biett em 1833 (5). Em 1958, Friou demonstrou a presenca do fator
antinuclear em pacientes lapicos, gerando 0s primeiros conhecimentos sobre a
imunopatogénese da doenca (6).

Embora sua causa seja desconhecida, o LES parece resultar de desequilibrio na
regulacdo imunoldgica devido, provavelmente, a uma combinacdo de fatores genéticos,
hormonais e ambientais (7, 8).

O LES é comprovadamente mais prevalente no sexo feminino, ocorrendo
principalmente no periodo reprodutivo, no qual alcanca propor¢cdo de 9 mulheres para
cada homen. Esta propor¢cdo € menor em pacientes abaixo dos 13 e acima dos 60 anos
de idade (9). Implicacbes hormonais na etiopatogenia do LES tém sido sugeridas devido

maior freqiéncia da doenca no sexo feminino (10), tanto no ser humano como em



camundongos (New Zealand Black x New Zealand White) F1 [(NZB/NZW) F1]. Estudos
mostraram também uma provavel participacdo de horménios sexuais na modulacdo da
producdo de determinados anticorpos no LES murino (11). Trabalhos comparando a
ocorréncia da doenca em diferentes racas demonstram que o LES é trés vezes mais
comum entre 0s negros nos Estados Unidos (12) do que entre individuos de raca branca.
Ressalte-se, contudo, que o LES é frequente na Suécia, pais de populacéao
essencialmente caucasiana (13).

Algumas evidéncias indicam que os fatores genéticos sao criticos no
desenvolvimento do LES. A freqiéncia de LES em parentes de pacientes lupicos é de 0,4
a 12%, contrastando com a prevaléncia de 0,01 a 0,02% na populacéo geral (14, 15). Ha
também uma alta freqiiéncia de anticorpos anti-nucleo (ANA), hipergamaglobulinemia e
outras alteragdes imunologicas nos parentes de primeiro grau de pacientes com LES (16,
17). A concordancia no aparecimento do LES em gémeos idénticos ¢é alta em comparacao
a frequéncia observada em gémeos dizigoticos que é semelhante a de parentes em
primeiro grau (18, 19).

A observacdo de que o LES pode ser discordante mesmo em gémeos idénticos
(20), sugere gue fatores externos ou ambientais também tenham um importante papel no
desencadeamento da doenca em individuos susceptiveis (21). Aléem disso, € conhecida
inducéo ou exacerbacéo do LES apds exposicdo aos raios ultravioleta (22).

Uma das alteracbes mais marcantes no LES € a presenca de mudltiplos auto-
anticorpos, alguns dos quais envolvidos na patogenia da doenca. Entre esses, destacam-
se 0s anticorpos contra o0 acido desoxirribonucléico (DNA) na sua forma nativa, cujos
titulos geralmente guardam relacdo com a atividade da doenca. Esses podem ser

encontrados na forma de complexos DNA/anti-DNA depositados nos glomérulos de



pacientes lupicos com nefrite ativa (7). Outro mecanismo imunoldgico importante no LES é
a ativacdo da cascata do sistema do complemento com o consequente desenvolvimento
de processo inflamatério (23) e dano tecidual (24).

O LES apresenta grande polimorfismo de manifestacdes clinicas, podendo
acometer um ou mais 6rgdos e sistemas, de forma concomitante ou consecutiva, € com
evolucdo e progndstico muitas vezes imprevisiveis.

Sintomas gerais como febre, perda de peso, fadiga e adinamia estdo entre as
principais manifestacdes clinicas da doenca em atividade, podendo ser encontrados em
36 a 90% dos pacientes (25). Entre as manifestagcdes musculoesqueléticas, a artrite e/ou
artralgia séo as mais frequientes, tendo uma incidéncia variavel entre 56 e 98%, enquanto
a miosite, ocorrem em 5 a 48% (26)

Lesbes dermatolégicas sdo encontradas entre 39 e 85% dos pacientes,
destacando-se o classico eritema malar, observado entre 49 a 59% dos pacientes, e a
fotossensibilidade, em torno de 50% dos doentes. Lesfes discoides e Ulceras orais estao
presentes em 20% dos pacientes. A alopecia ocorre entre 20 a 70% dos lapicos, enquanto
as vasculites cutaneas sdo observadas entre 21 e 27%, sendo bem mais raras as lesdes
vesiculares e discrémicas (25, 26).

O acometimento gastrintestinal decorrente da doenca, via de regra, ndo € uma
manifestacdo clinica freqlente, exceto as nauseas e vomitos que variam entre 49 e 53%
dos doentes. Outros sinais e sintomas como ascite, dor abdominal, ictericia e insuficiéncia
hepatica ocorrem em menos de 10% dos pacientes e podem ser devido aos efeitos
colaterais das medicacbes usadas no controle da doenca. O comprometimento

neurologico do LES aparece entre 25 a 45% dos pacientes (26)



Com relacdo ao comprometimento hematoldgico, a anemia € 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 lUpicos (26)

A producdo de auto-anticorpos dirigidos principalmente contra constituintes
nucleares (27) € sabidamente uma caracteristica central do LES, sendo que alguns
desses anticorpos parecem estar envolvidos diretamente na sua patogénese e no
aparecimento de determinadas manifestacdes clinicas. Devido a sua significancia no
contexto geral do LES, devem-se destacar os anticorpos que se ligam ao DNA e/ou as
proteinas entrelacadas ao DNA (28).

Os anticorpos anti-DNA foram identificados em 1957 e desde a sua descoberta tém
ocupado uma posicao singular como marcador diagnéstico no LES (29).

A producéo de anticorpos anti-DNA nativo é observada em pacientes com LES e
em determinadas linhagens de camundongos, que desenvolvem uma doenca auto-imune
semelhante ao lUpus humano (30). Os anticorpos anti-DNA nativo sdo altamente
especificos no LES, estando presentes entre 20 a 90% dos casos, conforme a
metodologia empregada para a sua deteccdo e as caracteristicas da populacéo estudada
(31). Geralmente os anticorpos anti-DNA encontrados nos pacientes IUpicos reconhecem
tanto o DNA nativo quanto o DNA desnaturado (30).

Os anticorpos anti-DNA desnaturado podem ser vistos em uma variedade de
condicbes auto-imunes, incluindo o LES, esclerose sistémica, artrite reumatoide, IUpus
induzido por droga e em titulos baixos no soro de individuos normais (32). Além disso,
anticorpos anti-DNA desnaturado tém sido detectados entre 20 a 30% de parentes
saudaveis de pacientes lupicos (33), enquanto anticorpos anti-DNA nativo raramente sao

encontrados nesses individuos.



1.1.3. Tratamento

A terapéutica do LES é abrangente, englobando medidas gerais e diferentes drogas
gue objetivam modificar o processo inflamatorio. Esses agentes séo escolhidos de acordo
com a graduacao do comprometimento e a qualidade/funcao dos 6rgaos atingidos.

Sao utilizados varios tratamentos que objetivam a restauracdo da saude dos
pacientes lupicos. Dentre estes, podem-se citar os antiinflamatdrios ndo hormonais
(AINH), antimalaricos, corticosterdides e imunossupressores.

Os corticoesterdides (CE) constituem a base da terapia medicamentosa para a
grande maioria dos pacientes com LES. Podem ser utilizados para o tratamento de lesGes
cutaneas, por via oral, diariamente ou em dias alternados e em altas doses por via
intravenosa (pulsoterapia). A pulsoterapia com corticoesterdides permite um controle
rapido dos fendbmenos inflamatorios e das alteracdes imunoldgicas. Porém, em geral, seu
efeito é temporario (34).

Os antimalaricos tém sido utilizados ha mais de quatro décadas para o controle de
manifestacbes osteoarticulares e cutdneas em pacientes com LES (35). Os
antiinflamatérios ndo hormonais sdo 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 IUpicos

(36).



1.1.3.1. Airradiacao ionizante como arma terapéutica

Na década de 70, grupos independentes aplicaram a denominada Irradiacédo
Linfoide Total (ILT) para o tratamento de desordens auto-imunes em camundongos
fémeos (NZB/NZW) F1 e camundongos MRL/1n e MRL/1pr, particularmente naqueles com
doenca semelhante ao Lupus Eritematoso Sistémico (37-40). Este tratamento consiste no
uso de irradiacdo ionizante sobre as regides toracica, abdominal e inguinal, num formato
de Y invertido, mantendo membros e cabeca protegidos. Essas investigagcdes mostraram
que este tipo de terapia resultou em significante diminuicdo nos niveis de proteinuria,
aumento da taxa de sobrevivéncia e melhora das anormalidades estruturais do glomérulo.

Srober e colaboradores (1985) da Universidade de Stanford, utilizaram a Irradiacao
Linfoide Total para tratar pacientes com LuUpus Eritematoso Sistémico. Trataram 10
pacientes com nefrite lUpica e elevada proteinuria, que ndo respondiam ao tratamento com
corticosterdides isoladamente ou em combinacdo com azatioprina. Estes pacientes
mostraram aumento nos niveis de albumina e reducdo no edema periférico. Seis semanas
apos o inicio do tratamento, houve reducdo nos niveis séricos de anticorpos anti-DNA e
aumento dos niveis séricos do complemento, concomitantemente. Houve estabilizac&o ou
melhora da taxa de filtragcdo glomerular, e dos niveis séricos de creatinina, ou ambos, em
8 de 10 pacientes. A melhora dos pacientes perdurou acima de 3,5 anos sem a
necessidade da administracdo de drogas citotoxicas (39). Contudo, em que pese 0s
resultados promissores obtidos com esse tipo de tratamento do LES, o uso do mesmo e
estudos sobre os mecanismos envolvidos nesse tipo de terapia ndo sdo encontrados na
literatura. Os resultados obtidos nesses trabalhos foram sempre interpretados como

decorrentes da imunossupressao sistémica induzida pela irradiacao.



1.1.4. Lapus Murino

Existem algumas linhagens de camundongos que desenvolvem LES, tais quais
MRL/Mp—lpr/lpr (MRL/Ipr), BXSB e (New Zealand Black x New Zealand White) F1
[(NZB/NZW) F1], que fornecem informacdes da bagagem genética e peculiaridades
relacionadas a auto-imunidade (41, 42), sendo este Ultimo, um dos mais completos
modelos experimentais de LES. Esses animais sao caracterizados pela grande variedade
das manifestacdes auto-imunes, principalmente pelo desenvolvimento de glomerulonefrite
mediada por imunocomplexos. A gravidade das lesGes renais estd associada com a
producdo elevada de anticorpos contra varios antigenos nucleares como DNA dupla fita
(43). No entanto, nestes modelos experimentais ndo sao observadas lesdes de pele.

As afeccOes associadas a auto-imunidade apresentam etiologia multifatorial. O
desenvolvimento de modelos experimentais homogéneos permitiu que 0S varios
elementos causais implicados na sua patogénese pudessem ser isolados e testados
dentro de padrdes 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
hemolitica 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 doenca auto-imune (48). Os camundongos (NZB/NZW) F1 desenvolvem alteracfes

clinicas e imunologicas semelhantes aquelas observadas no LES, principalmente em



relacdo as alteracBes basicas desta doenca, que sdo a formacdo de auto-anticorpos e
glomérulonefrite por imunocomplexos de evolucgéao fatal.

Staples & Talal (49) dividem a histéria natural do lGpus murino no camundongo
(NZB/NZW) F1 em trés estagios: 1) fase latente — do nascimento até os 3 meses de idade,
guando os animais se mostram sadios, 2) fase sorolégica — de 3 a 5 meses, quando sao
detectados auto-anticorpos séricos e 3) fase histologica — de 5 meses até a morte, quando
se observam lesdes teciduais.

Ha diferencas evidentes na evolucédo da doenca entre machos e fémeos. As fémeas
apresentam evolucdo mais precoce, mais homogénea e mais grave, com taxa de
mortalidade de 50% entre 8 e 9 meses e 90% em 12 meses. Nos machos, a mortalidade &
mais tardia e ndo ocorre de modo uniforme, com 50% de mortalidade em torno de 14 a 16
meses de idade (50). No camundongo NZB, a sobrevida nas fémeas é de 14 meses e nos
machos de 16 meses. O camundongo NZW tem sobrevida proxima a dos camundongos
normais, ou seja, de 22 meses para as fémeas e 24 meses para os machos (51).

Sao numerosas as anormalidades imunoldgicas encontradas nestes camundongos,
caracterizadas principalmente por hiperatividade policlonal de células B e consequente
producdo de auto-anticorpos contra componentes celulares e nucleares, que resultam na
formacéao e deposicédo de imunocomplexos e consumo de complemento.

A hiper-reatividade das células B € uma caracteristica fundamental da doenca. O
aumento da relacéo IgM/IgD na superficie da célula B em camundongos (NZB/NZW) F1
com duas semanas de idade indica a maturacdo precoce desta célula. O numero de
células B do subtipo Lyl+ (CD5) estd aumentado e apresenta alta expresséo do receptor
de Interleucina-2 (IL-2) in vitro. Este subtipo de linfocitos B tem a capacidade de secretar

espontaneamente anticorpos IgM, que reagem freqientemente com autoantigenos (52).



A hipergamaglobulinemia deve-se a altas concentracdes séricas de IgG e IgM
policlonais nas fases pré-clinica e clinica da doenca, comprovado pela alta freqiiéncia de
células secretoras de imunoglobulinas encontradas no bagco desses animais a partir do
primeiro més de vida. O predominio de IgM é encontrado em camundongos jovens, mas
concomitantemente com as manifestacfes clinicas da doenca, sdo detectados titulos
crescentes de IgG (53).

No camundongo, a doengca acomete principalmente rins, timo, vasos e 06rgaos
linféides. Nao ha acometimento articular e a anemia hemolitica grave € sempre presente
nos NZB, tendo baixa prevaléncia e pouca gravidade nos (NZB/NZW) F1.

A doenca renal que ocorre em 100% dos casos nos camundongos (NZB/NZW) F1,
apresenta quadro grave de glomerulonefrite com evolucédo fatal na grande maioria dos
animais. Nas fémeas, inicia-se a partir de 6 meses, sendo detectada por proteindria inicial
leve, porém progressiva. Os machos sdo acometidos mais tardiamente, em torno dos 9
meses, e ndo evoluem de maneira tdo homogénea e progressiva como as fémeas.

Existe correlacdo direta entre os niveis crescentes de proteinuria, ascensao dos
titulos de anticorpos antinucleares, mudanca no padréo de anticorpos anti-DNA para IgG e
progressao do quadro renal que leva a faléncia renal e morte em grave quadro urémico
(50, 51).

Os hormonios sexuais modulam a expressdo da auto-imunidade no camundongo
(NZB/NZW) F1 (54). O horménio estrogénico acelera o lupus murino, observando-se os
distarbios do seu metabolismo com o inicio da doenca. O estrégeno aumenta o numero de
células B Lyl+ e favorece a producdo de auto-anticorpos, possivelmente, pelo
envolvimento das células T e da IL-2 (55). Em contraposicdo, o0 androgeno retarda a

evolucdo do ldpus murino. Um dos mecanismos responsaveis pela imunossupressao
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causada pelo horménio masculino é o aumento dos niveis de complemento sérico (56),
que facilitam a depuracdo de imunocomplexos circulantes (57).

Quanto aos processos infecciosos, 0s agentes virais participam aumentando a
incidéncia de anticorpos antinucleares, sendo que as reinfeccfes elevam esta incidéncia.
E grande a freqiiéncia da glicoproteina-70 (gp-70) e de anticorpos anti-gp-70, tendo o
complexo gp-70/anti-gp-70 contribuicdo para a lesdo da nefrite lupica (52).

O camundongo (NZB/NZW) F1 raramente apresenta manifestacdes cutaneas.
Apesar disso, Sommer e colaboradores. (58) descreveram a deposi¢cdo de complemento e
imunoglobulinas na juncado derme-epiderme (JDE) do hibrido F1 com inicio em torno dos 6
meses de idade e progredindo no decorrer do tempo. Gilliam e colaboradores (59, 60)
confirmaram estes achados, observando ainda relacdo temporal entre a deposicdo de
imunoglobulinas nos glomérulos e pele, sugerindo assim uma possivel relacédo
etiopatogénica. Furukawa & Hamashima (42) também relataram associacdes significantes
entre deposicdo de imunoglobulinas na JDE e a ocorréncia de anticorpos anti-DNA no
camundongo (NZB/NZW) F1. Estes achados séo similares aqueles descritos em pacientes

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

Duas linhagens de célula B, designadas B-1 e B-2, tém sido identificadas com base
nas suas origens, distribuicdo anatébmica, marcadores de superficie celular, subtipos de
anticorpos produzidos e capacidade de auto-reposicdo (61). Existem evidéncias sugerindo
que o subtipo B-1 € uma linhagem com desenvolvimento independente da linhagem B-2
(62). Estdo presentes em grande numero na cavidade peritoneal e pleural de animais
normais, sendo raras no baco e nao detectadas em linfonodos (62-64). Fenotipicamente,

as células B-1 diferem das células B-2 por apresentarem expressao nao usual de

marcadores de superficie (SIthisIgDIOCD11b+) e auséncia do marcador CD23 (65, 66). As
células B-1 ainda sdo subdivididas em B-la e B-1b pela presenca ou auséncia da
molécula de CD5, respectivamente (67-69).

As células B-1 foram descritas inicialmente em pacientes com leucemia linfocitica
crénica de células B, onde foi observada a presenca de linfécitos B que expressavam o
marcador CD5 em sua superficie (70). Em 1982, Calligaris-Cappio descreveu a presenca
do marcador CD5 em uma pequena populacdo de linfocitos B normais (71). Desde entéo,
a descricdo e caracterizacdo fenotipica e a origem e funcéo destas células tornaram-se
alvo de controvérsias na literatura. Com dados obtidos em estudos de transferéncia
adotiva de células, Herzenberg e colaboradores defendem a teoria de precursores
distintos para as subpopulactes de células B-1 e B-2. A transferéncia de células do figado
fetal para camundongos irradiados foi capaz de reconstituir as duas subpopulacdes de
células B, enquanto que a transferéncia de precursores da medula Gssea limitava-se a re-

populacdo de células B-2 (67, 69, 72). Por outro lado, o omento fetal (72, 73) e a
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esplancnopleura para-aértica (72, 74) mostraram conter precursores exclusivamente de
células B-1. Esses dados sugerem que as células B-1 constituem uma linhagem fetal,
enguanto que as B-2 seriam uma linhagem da vida adulta.

As células B-1 sdo responsaveis pela secrecdo de anticorpos “naturais” que
reconhecem antigenos poliméricos de alto peso molecular e sao criticas 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 acido
desoxirribonucléico (ssDNA), dupla fita de DNA (dsDNA), residuos de fosfatidilcolina, o
que tem levado autores a correlacionar esta sub-populacdo com a patogenia de algumas
doencas auto-imunes (76).

De fato, numeros elevados de células B-1a tém sido associados com doencgas auto-
imunes tanto em humanos quanto em modelos experimentais. Em pacientes com
Sindrome de Sjogren e artrite reumatéide tem sido encontrado um grande numero de
células B-1 na corrente sanguinea (68, 77, 78). Além disso, camundongos “motheaten”
também séo suscetiveis a doencas auto-imunes. Estes animais possuem uma mutacao no
gene fosfatase de células hematopoéticas (79), possuindo linfécitos B apenas do subtipo
B-1. Em camundongos (NZB/NZW) F1, usados como modelo experimental de lupus
eritematoso sistémico, sdo encontradas grandes quantidades de células B-1a acumuladas
na cavidade peritoneal e, em menor extensdo, no baco (80). Esses fatos sugerem que
células B-1 podem estar envolvidas na patogénese de doencas auto-imunes.

O papel das células B-1 na patogenia de doencas auto-imunes ainda € controverso.
Em camundongos NZB/xid e (NZB/NZW)F1/xid, nos quais células B-1 sdo congenitamente
ausentes (81), ha escassa producdo de auto-anticorpos e a ocorréncia de sintomas auto-

imunes é reduzida (54, 82). In vivo, a eliminacdo de células B-1 peritoneais por repetidas
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injecdes de anticorpos anti-1IL10 (83, 84) ou injecdo intra-peritoneal de agua (85) diminuem
consideravelmente os sinais da doenca em camundongos (NZB/NZW) F1. Murakami et al
(1992) demonstraram que células B-1 estdo diretamente envolvidas na ocorréncia de
anemia hemolitica auto-imune. Utilizando camundongos transgénicos que expressam
auto-anticorpos de classe IgM contra eritrocitos, foi demonstrado que células B-1
presentes na cavidade peritoneal e lamina prépria do intestino, quando ativadas por
lipopolissacarideos entéricos, induziam a producdo destes auto-anticorpos (86). Apesar
das fortes evidéncias sobre a participacdo das células B-1 nas doencas auto-imunes,
alguns trabalhos ainda colocam em dulvida a participacdo destas células em processo
patoldgico (15, 87).

Almeida e colaboradores demonstraram que células B-1b estdo presentes no
sobrenadante de cultura de células peritoneais aderentes do camundongo. Demonstraram
ainda que essas células sao radiossensiveis e que, a irradiacdo 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 expressao de caracteristicas fenotipicas e fisiolégicas de
fagdcitos mononucleares (88, 89). O papel destas células na resposta inflamatoria ainda é
desconhecido, havendo contudo evidéncias que as mesmas migram para o0 foco

inflamatorio inespecifico (90).
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2. Objetivos
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Com base em dados da literatura mostrando que a irradiacdo controla a evolucao
do LES em camundongos e humanos, e que as células B-1 estdo envolvidas em
manifestacdes auto-imunes, é objetivo deste trabalho estabelecer uma possivel correlacao

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

Todas as solucbes descritas foram preparadas com agua bi-destilada ou com
padrdo Mili-Q. Os reagentes (qualidade P.A.) foram adquiridos da Merck (S/A), Synth,

Amersham e Sigma Chemical CO.

Solucdo estoque de tampédo fosfato/salina (PBS): NaCl 2,7378 M, KCI 0,053M,
Na,HPO, 0,1301 M e K,HPO, 0,0229 M. A solucdo estoque foi diluida 20 vezes para o

uso.

Liquido de Bouin: 75% de solucdo aquosa saturada de acido picrico (v/v), 25% de

formaldeido (v/v). Desta solucao, retirar 5% e descartar. Acrescentar 5% de acido acético

20% (V/v).

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

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

Solucgao estoque de acrilamida/bis 30% para gel de proteina: 30% de acrilamida, 0,8%

de bis-acrilamida e agua bi-destilada (100 mL) g.s.p.

Tampdo para gel de proteina (separagédo): Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8, contendo 0,4% de

SDS (piv).
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Tampéao para gel de proteina (empilhamento): Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, contendo 0,4%

de SDS.

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

SDS (p/v).

Tampéao de transferéncia: Tris-HCI 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

acido acético.

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

agua destilada.

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

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

metanol.

Liquido de Turk: 4 mL de &cido acético glacial, 4 gotas de azul de metileno 1% e 100 mL

de agua destilada g.s.p.

Tampéao carbonato 0,1M pH 9,5: 10,6¢g/L de Na,COg3 anidro e 8,4g/L de NaHCOg. Titular

a solucéo de carbonato com a de bicarbonato até o pH desejado.
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Glicerina tamponada: 90 mL de Glicerina (Merck) em 10 mL de tampéao carbonato 0,1M

pH 9,5.

Solucéo de fenol-cloroféormio-alcool isoamilico: A uma solucédo de cloroférmio (Merck)
e alcool isoaminico (Merck) (24:1 v/v) adicionar igual volume de fenol (Life Technologies)
previamente fundido e saturado com tampéao Tris-HCI 0,1M pH 8,0. Guardar a mistura a

4°C em frasco escuro.

Tampao S1 estoque: Tris HCI pH 7,5 (20 mM), NaCl (50 mM), ZnCl, (0,1 mM) e 50% de

Glicerol (v/v).

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

de tampao S1 estoque. Separar em aliquotas e manter a -20°C até o momento de uso.

Tampéao nuclease S1: 4,1g de acetato de sédio, 5,9 g de NaCl, 0,14 g de ZnCl, e 900 mL
de agua destilada. Ajustar o pH para 4,4 com acido acético glacial e completar o volume
para 1.000 mL. Manter a 4°C. Para uso, acrescentar 0,1 mL de BSA 10 mg/mL para cada

10 mL de tampéo.

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

S1 estoque a 10 mL do tampdao 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 agua bidestilada e
autoclavados a 120°C por 15 min. Para cultura de células de mamiferos os meios foram

esterilizados por filtragéo positiva em filtros de 0,22 um.

3.2.1. Meio para cultivo de células de mamiferos

3.2.1.1. Meio RPMI: RPMI 1640 (Sigma) acrescido de acido N-2-hiroxietilpiperazina-N-2-
etanosulfénico 10mM (HEPES - Sigma), bicarbonato de sédio 24 mM (Sigma) e 40 pug/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 fémeos, NZB fémeos e NZW
machos de 6 a 10 semanas de idade, fornecidos pelo Biotério de Camundongos
Isogénicos da Universidade de Sdo Paulo (USP) e camundongos isogénicos BALB/c
fémeos, adultos, fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais
(CEDEME) da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP). A manipulacdo e

manutencao dos animais estiveram de acordo com procedimentos padrao.

3.4. Irradiacao

Os animais foram anestesiados com solugdo composta por xilazina (Rumpum®) e
quetamina (Ketalar®), em uma proporcao de 1:1, diluida em PBS, pH 7,4, na proporcéo
de 1:2. Em seguida foram submetidos a irradiacdo ionizante seletiva com 9 Gy em
Gammacell®3000 Elan (Nordion International Inc.). A medula éssea dos membros
anteriores e posteriores ficaram protegidas por peca de chumbo projetada em nosso

laboratorio.

3.5. Modelo experimental

Camundongos BALB/c adultos foram irradiados 1x para assegurar gue noSSO

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

peritoneal. Posteriormente, camundongos das linhagens (NZB/NZW) F1 fémeos, NZB e
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NZW foram irradiados com 9 Gy na regido toracoabdominal, a partir do terceiro més de
vida; 1x por més até 13 meses de idade. A dose total administrada foi de 90 Gy. Os
animais foram sacrificados 48 h apés a ultima irradiacdo, exceto os animais (NZB/NZW)

F1 fémeos nado-irradiados (lUpicos), que vieram a Obito com 8, 9 ou 10 meses de idade.

3.6. Exame Histoldgico dos rins

Fragmentos de rim foram fixados em liquido de Bouin, incluidos em parafina,
cortados na espessura de 4 micra e corados pela técnica de hematoxilina eosina (H.E.).
Andlise das laminas foi realizada sempre na seguinte ordem:
eestrutura geral do parénquima,;
eestudo dos glomérulos: tamanho, lobulagéo, celularidade do tufo glomerular, celularidade
pariental da capsula de Bowman, infiltracdo do glomérulo por polimorfonucleares, aumento
da matriz mesangial, espessamento de membrana basal glomerular, presenca de trombos
hialinos nos capilares, congestéo, hialinizacéo, necrose, sinequia e fibrose;
eestudo dos tubulos: degeneracao, sinais de regeneracdo, necrose, atrofia, presenca e
tipo de cilindros na luz tubular;
eestudo do intersticio: edema, hemorragia, presenca e tipo de infiltrado inflamatério e
fibrose;
eestudos das arteriolas: hiperplasia de parede, edema de parede, alteracédo fibrindide,
necrose e tromboses;

ediagnostico global.
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3.7. Citometria de fluxo

Células peritoneais recém coletadas e esplendcitos ou células peritoneais em
cultura foram contadas (aproximadamente 1x10° células/aliquota), centrifugadas e
ressuspendidas em 100uL de PBS-BSA 1%. Cada aliquota foi incubada previamente com
anti-CD16/CD32 para bloqueio do receptor para Fcy Il e Ill. Os tubos foram mantidos a
4°C por 30 minutos.

Ap6s a incubacéo, as células foram lavadas, ressuspendidas novamente em PBS-
BSA 1% e cada aliquota incubada com os anticorpos monoclonais adequados para
andlise dos marcadores de superficie. Foram utilizados o0s seguintes anticorpos
monoclonais: anti-CD5 de camundongos feito em rato conjugado a isotiocianato de
fluoresceina (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 proteina 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-lgG2a de camundongo feito em rato conjugado a FITC, PE ou bitotinilado, anti-lgG2b
de camundongo feito em rato conjugado a FITC, PE ou biotinilado, anti-lgG1l 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. Apés a incubacéo, as células foram lavadas. Quando necessario,
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 paraformaldeido 1%
por uma hora. No momento da analise das amostras pelo citbmetro, as células foram
centrifugadas, ressuspendidas em 1mL de PBS e colocadas em tubo para FACS mantidos
em banho de gelo.

Para determinacdo das populacdes celulares, cada aliquota foi marcada com a
combinacdo de dois, trés ou quatro anticorpos conjugados a fluorocromos diferentes.
Todos o0s gates e expressdo dos marcadores foram determinados respeitando a

fluorescéncia obtida com os isotipos controles.

3.8. Obtencao e cultura de células B-1

Células foram coletadas da cavidade peritoneal de camundongos por lavagens
sucessivas usando RPMI-1640 (Sigma) (8mL). Células viaveis, foram contadas,
ressuspendidas em volume adequado de R10 (RPMI acrescido de 10% de soro fetal
bovino) para 4x10° células por placa de cultura de plastico de 35 mm. Apés incubacdo por
1 hora a 37°C, a placa foi lavada trés vezes para eliminacéo das células ndo aderentes. As

células aderentes foram mantidas em cultura em meio R10.

ApoOs 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 serdo coletadas e usadas nos diferentes experimentos. Todas as

culturas celulares foram mantidas em atmosfera Umida com 5% de CO, a 37°C.

3.9. Deteccdao de IL-10 no sobrenadante de cultura

Amostras de sobrenadante de cultura de células B-1 foram recolhidas para
determinacdo 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 pocos foram cobertas com 50uL de anticorpo primario anti-IL-10
(4ug/mL — RD Systems) diluidos 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
200uL/poco de PBS-BSA 1% para bloqueio dos sitios remanescentes, por 1 h a
temperatura ambiente. Apds a incubacdo as placas foram novamente lavadas. As
amostras e IL-10 recombinante em diluicbes de concentragcdes conhecidas foram
plagueadas em 100 uL/poco, incubadas por 2 horas a 37°C. Apés lavagem das placas, 50
uL de anticorpo de detecgédo biotinilado para IL-10 (4ug/mL — RD Systems) foram
acrescentados e incubados por 1 h a 37°C. Apés lavagem, as placas foram incubadas
com conjugado streptavidina peroxidase diluida em PBS 1:200 (50uL) por 30 minutos a
temperatura ambiente. As placas foram lavadas 2 x com PBS-Tween e 1 x com PBS. Para
deteccao da reacdo, 100 uL/poco de o-fenilenodiamina (OPD, 1 mg/mL, Sigma) dissolvido
em tampao citrato/fosfato 100 mM pH 5,8, contendo 0,05% (v/v) H,O, (Perhidrol, Merck)
foram adicionados e as placas foram mantidas ao abrigo da luz em temperatura ambiente.

A reacdo foi interrompida apés o aparecimento de cor com 50 ulL/poco de acido sulfurico
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(H2SO4) 4N. Os resultados foram avaliados por leitura espectrofotométrica (EIA reader

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

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

Placas de 96 pocos foram cobertas com 50uL de 5 pg/ml de anti-lgM feito em
coelho diluido em tampé&o glicina (20mM) tamponado com NaCl (30mM, pH 9,2) e
incubadas por 18 horas a 4°C. A placas foram lavadas com 200 uL/poco de tampéo de
lavagem (0,1M de NaCl e 0,05% de Tween 20) por 3 vezes. Em seguida foram
acrescentados 150 ulL/poco de leite desnatado 5% (Molico) para blogueio dos sitios
remanescentes por 1 h a 37°C. ApoOs a incubacdo as placas foram 3 x lavadas com
tampdao apropriado. Em seguida os soros ou sobrenadante de cultura foram testados em
duplicata, os soros foram diluidos (1:50) em leite desnatado 5%, colocando-se 50 ulL/poco
e incubando-se por 2 h a 37°C. Apos trés lavagens com tampdao de lavagem um volume
de 100 plL/poco de anticorpo IgM murino conjugada a peroxidase (Zymed), diluidos em
PBS, foi adicionado e as placas foram incubadas por 1 h a 37°C. As placas foram lavadas
3 vezes com tampao de lavagem. A deteccao da reacéao 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. Purificagao de células B-1 por beads magnéticas

Células B-1 coletadas diretamente do lavado peritoneal, seis horas apés ultima
irradiacdo, foram purificadas por beads magnéticas. Foram utilizadas beads magnéticas
revestidas com anti-CD23 para retirada de células B-2 (selecdo 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 ima. Dessa maneira, as células B-2, que possuem o marcador CD23 em
sua membrana, ficaram retidas na coluna. Apos esta primeira selecdo, 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 ima. A coluna foi desacoplada do
ima e, por aplicacdo de PBS-BSA 0,5% e EDTA 2mM a fracao celular aderida a coluna foi
eluida (células B-1). Apos a eluicdo, as células foram submetidas a analise por citometria
de fluxo para confirmacéo da pureza das células B-1. Estas células foram marcadas para

CD11b e CD45.

3.12. Preparacao 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 incubacdo em solucédo hipotdnica (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 100 mM NacCl, 50 mM
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NaF, 1 mM NaVQO,, 100 mM PMSF, 10 pug/mL leupeptina, 10 ug/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 4°C. 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 Proteinas

As determinacfes das concentracdes 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 padrdo. A leitura da curva padrdo 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
sédio (SDS-PAGE) foram executados em equipamentos Mini-Protean 1l (Bio-Rad)
conforme descrito anteriormente (91). Para a proteina em estudo, o gel de separacéo teve
10% de acrilamida e o gel de empilhamento teve 3% de acrilamida. As amostras em
analise foram diluidas 1:5 em tampao de amostra, fervidas por 5 minutos e aplicadas no

gel de poliacrilamida, preparados como descrito a seguir:
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Solugdes estoque

Gel de empilhamento

(Volume final: 5,02 mL)

Gel de separacao

(Volume final 14,8575 mL)

(mantidas a 4°C) 3% 10%
Acrilamida 30%, bisacrilamida
0,8 mL 5,0 mL
0,8%
Tampao para gel de proteina
1,25 mL -
(empilhamento)
Tampao para gel de proteina
- 3,0 mL
(separacéo)
Agua bi-destilada 2,95 mL 6,8 mL
TEMED 5 uL 7,5 uL
Persulfato de aménio 10%
15 uL 50 uL

(p/v)

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

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

extremidade final do gel.

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

blue para a coloragdo de proteinas, ou entdo transferidos para membranas de

nitrocelulose (Amersham).
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3.14.2. Immunoblotting

A transferéncia eletroforética dos géis de poliacrilamida para membranas de
nitrocelulose foi efetuada conforme descrito (92), usando equipamento Trans-Blot System
(Bio-Rad Laboratories). Apos 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 tampédo de transferéncia e em seguida,
encaixados em placas acrilicas perfuradas e mergulhados na camara de eletroforese
contendo o mesmo tampéo. A transferéncia foi efetuada a voltagem constante de 100 V
por 1 hora e meia. As membranas foram entédo coradas com Ponceau S para a localizacao
das bandas protéicas, recortadas em tiras e incubadas por 16 horas (overnight) em PBS
contendo 5% de leite desnatado (p/v) (PBS-Molico). Apos 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-especifico por 1 hora. Apos a lavagem das fitas, o
desenvolvimento de cor foi obtido com 15 mg (p/v) de 4-cloro-1-a-naftol (Sigma) dissolvido
em 5,0 mL (v/v) de metanol e 25 mL (v/v) de Tris-HCI 0,1 M pH 6,8 acrescido com 50 pL
(v/v) de H,0O, a 30% (Perhidrol, Sigma). A reacédo foi bloqueada, lavando-se as tiras em
agua destilada. Quando necessario, a revelacdo também foi realizada por
quimioluminescéncia utilizando Kit ECL (Amersham Pharmacia), seguindo as instrucdes

do fabricante.
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3.15. Leucograma

3.15.1 Contagem total de leucdécitos circulantes

Os animais foram anestesiados com solu¢cdo composta por xilazina (Rumpum®) e
quetamina (Ketalar®), em uma proporcao de 1:1, diluida em PBS, pH 7,4, na proporcéo
de 1:2. A contagem total de leucécitos no sangue periférico foi realizada a partir do sangue
colhido da cauda, desprezando-se a primeira gota. As amostras foram diluidas a 1:20 (v/v)
com liquido de Turk, em pipetas conta-glébulos de Thoma e homogeneizadas em um
agitador magnético, por 1 minuto. Foram desprezadas as 3 primeiras gotas, usando a
seguinte para o preenchimento do Hemocitdmetro de Neubauer para a contagem das

células.

3.15.2. Contagem diferencial de leucdcitos circulantes

Uma gota de sangue foi coletada da cauda, para a obtencdo dos esfregacos de

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

lamina, determinando-se a porcentagem de linfécitos, mondcitos, neutrofilo e eosindfilos.

As células foram contadas em microscopio Optico, usando-se objetiva de imersédo em oleo.
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3.16. Métodos para deteccédo de anticorpos anti-DNA

3.16.1. Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

Laminas 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 solucdo de BSA a 0,1% em agua
destilada. Ap6s 10 minutos a suspensao foi distribuida sobre laminas demarcadas
(Glasstécnica, SP) de modo a formar uma pelicula em cada orificio. As laminas foram

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

20°C por até um més. A IFI foi realizada conforme a técnica descrita a seguir:

¢Os soros testes foram diluidos 1/5 em PBS.

eUm volume de 10 pl dos soros foi distribuido sobre os orificios das laminas
previamente preparadas, incluindo sempre um controle positivo e um controle negativo.

eAs laminas foram incubadas em camara Umida a 37°C por 30 minutos.

eAs laminas foram lavadas 2 x 15 minutos com PBS e rapidamente secas com o
auxilio de papel de filtro.

eUm volume de 10 ul de anticorpo anti-IgM ou anti-lgG murino conjugado a FITC
(SIGMA), diluido em PBS de acordo com determinacéo prévia, foi distribuido sobre cada

orificio e as laminas incubadas em camara Umida a 37°C por 30 minutos.
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eA seguir, as laminas foram novamente lavadas 2 x 15 minutos com PBS,
rapidamente secas e montadas sob laminulas com glicerina tamponada contendo 0,5
ug/mL de brometo de etidio.

oA leitura foi realizada em microscépio de fluorescéncia (Olympus BX 50),
empregando um aumento de 400x.

eForam consideradas positivas apenas as reacdes em que 0 cinetoplasto

apresentava fluorescéncia, independentemente de outras reacfes inespecificas.

3.16.2. ELISA para detecgao de anticorpos anti-DNA nativo

3.16.2.1. Purificagdo de DNA de timo de vitelo

DNA de timo de vitelo (ctDNA) obtido comercialmente (Sigma) foi solubilizado em
solucéo Tris-HCI 0,5M pH 8,0 (10 mM) e EDTA saodico (1 mM) para uma concentracédo de
1mg/mL. Para obtencdo de ctDNA livre de proteinas, foi empregada extragcdo com fenol-
cloroférmio. O ctDNA bruto foi misturado volume a volume com uma solucdo de fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1). A mistura foi homogeneizada por 10 minutos,
distribuida em microtubos e centrifugada a 13.000 x g por 10 minutos. A fase aquosa foi
removida e novamente submetida ao processo de extracdo. A nova fase aquosa resultante
foi a seguir extraida sequencialmente com iguais volumes de cloroférmio e de éter. Apos a
remocao do éter, o ctDNA foi precipitado pela adicdo de igual volume de isopropanol na
presenca de acetato de sédio 0,3M e manutencao da mistura a -20°C por uma hora. O

ctDNA precipitado foi recolhido por centrifugacdo 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 quantificacdo e estimativa
de pureza. A auséncia de proteinas foi estimada pela relacdo entre as densidades 6ticas
(D.O.) a 260 e 280 nm (Espectrofotbmetro Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech),
considerando-se satisfatoria uma relacdo >1,8. A quantificacao foi obtida foi obtida pela
D.O. a 260 nm, considerando-se uma D.O. de 1,0 correspondente a uma concentracdo de
50 ug/mL. Apos a purificacdo, o ctDNA foi usado nos testes de ELISA para deteccao de

anticorpos anti-DNA nativo.

3.16.2.2. ELISA

A deteccdo 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) diluido em PBS, 100 uL/poco, durante 8 h a 4°C. Apos a
lavagem com PBS, as placas foram sensibilizadas com 5 ug/mL de ctDNA diluido em PBS
(100 uL/pogo), incubando-se as placas por 18-20 h a 4°C. Depois do bloqueio dos sitios
remanescentes com leite desnatado 5% (Molico) por 18 h a 4°C, as placas foram lavadas
1x com tampéao nuclease S1 e a remocéo de trechos de DNA fita simples foi obtida pela
incubacdo de 100 plL/poco de uma solucdo contendo 4 U/mL de nuclease S1(Gibco —
BRL) em tampé&o nuclease S1 por 4 h em temperatura ambiente sob agitacdo. Apds 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, diluidos (1:200) em diluente de

soro, colocando-se 100 plL/poco e incubando-se por 90 minutos sob agitacdo em
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temperatura ambiente. ApGs trés lavagens com PBS-Tween um volume de 100 plL/poco
de anticorpo anti-IgG ou IgM murino conjugada a peroxidase (Zymed), diluidos em diluente
de conjugado, foi adicionado e as placas foram incubadas por 2 h sob agitacdo em
temperatura ambiente. As placas foram lavadas 2 x com PBS-Tween e 1 x com PBS. Para
deteccao da reacdo, 100 uL/poco de o-fenilenodiamina (OPD, 1 mg/mL, Sigma) dissolvido
em tampao citrato/fosfato 100 mM pH 5,8, contendo 0,05% (v/v) H,O, (Perhidrol, Merck)
foram adicionados e as placas foram mantidas ao abrigo da luz em temperatura ambiente.
A reacdao foi interrompida apos o aparecimento de cor com 50 ulL/poco de H,SO4 4N. Os
resultados foram avaliados por leitura espectrofotométrica (EIA reader Titetek, Multiskan,

MCC340) em comprimento de onda 492 nm.

3.17. Anélise estatistica.

A andlise estatistica foi feita usando-se teste de andlise de variancia (ANOVA)

seguido do teste post hoc de Tukey ou teste T de Student. Niveis de significAncia menor

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

Considerando-se dados da literatura que mostram efeito benéfico da irradiacdo
ionizante na evolugéo do lupus murino (37, 38, 93) e humano (94), animais (NZB/NZW) F1
fémeos foram irradiados com 9 Gy na regido toracoabdominal, protegendo-se a medula
O0ssea dos membros anteriores e posteriores com dispositivo de chumbo, como ilustrado

na Figura 1.

Figura 1: Dispositivo de chumbo para irradiacéo seletiva da regido toracoabdominal.
Os animais foram anestesiados e em seguida foram submetidos a irradiacdo ionizante
seletiva com 9 Gy em Gammacell®3000 Elan (Nordion International Inc.). A medula 6ssea

dos membros anteriores e posteriores ficaram protegidas por pe¢a de chumbo.
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Dados da literatura mostram que a deplecédo de células B-1 da cavidade peritoneal
de camundongos previne a evolucédo do lupus eritematoso sistémico (85, 86)

Para se padronizar a deplecdo de células B-1 da cavidade peritoneal de
camundongos por irradiacdo, animais da linhagem BALB/c foram irradiados com 9 Gy na
regido toracoabdominal, protegendo-se a medula 6ssea dos membros anteriores e
posteriores. Apés 48 h, foi realizado lavado da cavidade peritoneal e as células coletadas
submetidas a dupla marcacédo com anti-CD11b e anti-CD45 para analise em citdmetro de
fluxo.

A figura 2 mostra acentuada reducdo das células B-1 da cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c ap0s irradiacdo. A porcentagem destas células nos animais nao-
irradiados fica em torno de 30%, enquanto que para os animais submetidos a irradiacéo, a

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

1.94%

CD45

CD11b

Figura 2: Eliminacdo da célula B-1 pela irradiacdo seletiva. Andlise 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) ndo-irradiado e (B) irradiado.
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4.2. Efeito da irradiagao seletiva no lupus murino

4.2.1. Sobrevida

A sobrevida dos animais (NZB/NZW) F1 tratados com irradiacao foi estatisticamente
maior quando comparada aos camundongos nao-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 .

Sobravida (%)
g g

N
T

6 2 4 6 8 10 12 14 16
Idade {meses)

Figura 3: Repetidas doses de radiacdo ionizante aumentam sobrevida em modelo
experimental de lGpus. Aos trés meses de idade, camundongos (NZB/NZW) F1 fémeos
foram expostos a 9 Gy de irradiacdo por dez meses consecutivos (quadrados).
Camundongos néo-irradiados foram usados como controle (triangulos). A sobrevida dos
animais foi monitorada até os 16 meses de idade. A diferencga estatistica foi avaliada pelo

teste Students’s. P<0.001.
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4.2.2. Analise macroscopica

A andlise do baco dos animais mostrou que o0 peso, coloracdo e dimensdes
apresentavam variacoes entre o grupo irradiado e nao-irradiado. Nos animais do grupo
controle, os bacos apresentavam-se maiores e mais escuros que os dos camundongos
irradiados (Figura 4). Além disso, os animais irradiados ndo apresentaram anasarca nem

pélos ericados (dados ndo mostrados), caracteristicas comuns em camundongos lupicos.

Farg dow bagoe

Figura  4: Radiacdo  seletiva  diminui consideravelmente
esplenomegalia. Fotomacrografia e grafico comparativo do peso do baco
de animais (NZB/NZW) F1. A seta indica o baco de animal controle (ndo-

irradiado). *P<0,01; em relagédo ao controle.
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4.2.3. Histopatologia dos rins

Os rins dos camundongos (NZB/NZW) F1 jovens (seis semanas), lUpicos e tratados
foram fixados em liquido de Bouin, incluidos em parafina e cortados em micrétomo. Os
cortes foram fixados em laminas de vidro e corados por hematoxilina e eosina.

A figura 5A mostra corte histologico do rim de animal (NZB/NZW) F1 jovem (6
semanas) quando ainda ndo apresentava sinais da doenca (grupo controle). Pode-se
notar que o parénquima renal estd com estrutura geral preservada. Os glomérulos
apresentam arquitetura normal, sem alteracfes histoldégicas. Nao ha hipercelularidade
endo ou extracapilar e a membrana basal capilar esta integra. Nao se observam
alteracOes tubulo-intersticiais inflamatdrias ou esclero-atroficas. O compartimento vascular
nao esta alterado. Em contraposicdo, nos animais nao-irradiados (doentes), os cortes
histologicos revelam comprometimento difuso, global e homogéneo dos glomérulos. As
alteracOes glomerulares séo caracterizadas por hipercelularidade endocapilar, exsudacao
neutrofilica, acentuacdo da lobulacédo e isquemia. Focalmente, a membrana glomerular
capilar esta espessada por depoésitos submembranosos. Os tubulos exibem alteracbes
degenerativas vacuolares. Nos intersticios, predominantemente junto aos vasos,
observam-se acumulos inflamatorios linfomono-plasmocitarios. O compartimento vascular
esta preservado. O conjunto de alteracdes € consistente com nefrite lupica classe IV da
OMS (Figura 5 B e C).

A analise histopatologica dos rins dos animais irradiados mostra parénquima renal
com estrutura geral preservada. Os glomérulos tém arquitetura normal, parénquima renal
com estrutura geral preservada, exibindo focalmente discreta celularidade mesangial. Nao

h& alteracbes histologicas tubulares ou intersticiais significativas (Figura 5 D).
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Figura 5: Cortes histoldgicos para avaliagdo do parénquima renal de animais
sadios, lupicos e tratados. Os fragmentos dos rins foram fixados em liquido
de Bouin e os cortes corados pela técnica de hematoxilina eosina (H.E.). (A)
Grupo Controle: parénquima renal com estrutura geral preservada,
glomérulos com arquitetura integra, sem alteragdes histoldgicas; (B) Grupo
néo tratado (doentes): cortes histoldgicos revelam comprometimento difuso,
global e homogéneo dos glomérulos, com acentuada lobulagdo glomerular
(seta fina) e acumulos inflamatérios linfomono-plasmocitarios (seta larga)
(10x); (C) Grupo ndo tratado (doentes): hipercelularidade endocapilar (seta
larga) e exsudagédo neutrofilica (seta pontilhada) (40x); (D) Irradiado (tratado):
parénquima renal com estrutura geral preservada, glomérulos com
arquitetura normal. No interior de algas capilares, observam-se massas
hialinas com aspecto consistente com pseudotrombos (seta) (40x).
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4.2.4. Producéo de auto-anticorpos seéricos

4.2.4.1. Imunofluorescéncia

Para verificar a presenca de auto-anticorpos no soro dos animais, foi utilizado o
método de imunofluorescéncia indireta, que utiliza laminas preparadas a partir de cultura
de Crithidia luciliae. Foi observada a presenca de auto-anticorpos anti-DNA em

camundongos controle, mas ndo em camundongos tratados (Figura 6).
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Figura 6: Irradiacdo seletiva diminui IgG e IgM anti-DNA em soro de (NZB/NzZW) F1. A
imunofluorescéncia indireta (IFl) para deteccdo de anticorpos anti-DNA foi realizada a partir de
laminas de Crithidia luciliae. E observada a presenca de altos titulos de anticorpos anti-DNA em
camundongos néo-irradiados (barras brancas), mas ndo em camundongos tratados (barras pretas).

(**P<0.0001).
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4.2.4.2. ELISA

Corroborando os dados da figura anterior, a figura 7 mostra ELISA para deteccao
de anticorpos anti-DNA. DNA de timo de vitelo foi utilizado como substrato. Tanto a
producdo de IgG quanto de IgM para antigenos proprios foi significativamente diminuida
nos soros dos camundongos irradiados, quando comparados com 0s animais controle
(n&o-irradiados). Além disso, interessantemente, os niveis de IgG e IgM totais dos soros
dos camundongos mantiveram-se estaveis (Figura 8), havendo, porém, uma reducao
especifica para anticorpos contra DNA (Figura 7). Esses dados sugerem que a irradiacao
seletiva afetaria somente a producdo de anticorpos “patogénicos”, deixando intactos os

clones produtores de outras imunoglobulinas.

45



DO 482nm

DO 482nm

8 B &

g =
g o

Figura 7: Irradiacdo diminui auto-anticorpos contra DNA no soro de animais (NZB/NZW) F1. A

deteccdo 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-lgG ou IgM murinos conjugados a peroxidase foram usados para detecgédo dos auto-anticorpos. E

observada a presenca de altos titulos de anticorpos anti-DNA no soro de camundongos n&o-

irradiados (barras brancas), mas ndo em camundongos tratados (barras pretas). (***P<0.0001).
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Figura 8: Niveis séricos de IgG e IgM totais nédo séo alterados apés irradiacdo. Quadrados —

grupo irradiado; Triangulos - grupo nao-irradiado.
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4.3 Radiacdo ionizante ndo modifica a populacdo de células B-1 peritoneais

em camundongos (NZB/NZW) F1 fémeos.

Camundongos (NZB/NZW) F1 fémeos foram submetidos a consecutivas doses de
irradiacdo ionizante. Ao contrario do observado nos camundongos BALB/c, animais desta
linhagem nao apresentaram reducdo na populacéo de células B-1 da cavidade peritoneal
48 h apos irradiacdo. A Figura 9 mostra citometria de fluxo de lavado peritoneal de
camundongos (NZB/NZW) F1 fémeos irradiados ou ndo. E possivel observar que ndo
houve diferenca entre a populacédo de células B-1 nos animais irradiados (Figura 9B), em
relacdo aos animais controle (Figura 9A). Outrossim, essas células resistentes a radiacao

s&o predominantemente CD5", caracterizando-as como células B-1a (Figura 9C).

A- Mao-irradiado E- Irradiado C- Expresséo de CDS

56%

CD45

CD5

CD11b

Figura 9: Radiacao ionizante ndo modifica a populagdo de células B-1 em camundongos
(NZB/NZW) F1, que sdo predominantemente B-1a. Andlise por citometria de fluxo das células
da cavidade peritoneal de camundongos (NZB/NZW) F1 fémeos irradiados ou ndo. Ndo houve
reducdo das células B-1 nos animais irradiados (B) em relacdo aos animais controle (A). Essas

células sdo CD5’, caracterizando-as como células B-1a (C).
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4.4. Radiorresisténcia em células B-1 € inerente ao camundongo (NZB/NZW)

F1 fémeo.

No intuito de verificar se a radiorresisténcia das células B-1 nas fémeas dos
camundongos (NZB/NZW) F1 era também observada nas linhagens parentais,
camundongos das linhagens NZB e NZW, foram irradiados com 9 Gy na regiao
toracoabdominal, como descrito em material e métodos. Surpreendentemente, assim
como mostrado nos camundongos BALB/c (Figura 2), houve consideravel deplecdo das
células B-1 na cavidade peritoneal destas linhagens quando analisadas por citometria de
fluxo (Figura 10). Este dado indica que a resisténcia a radiacdo parece ser propria da
linhagem do camundongo, visto que, somente nos animais (NZB/NZW) F1 fémeos, as
populacdes de B-1 mantiveram-se estaveis mesmo apds consecutivas doses de

irradiacao.
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Figura 10: Radiorresisténcia em células B-1 é propria dos camundongos (NZB/NZW)
F1 fémeos. Citometria de fluxo de lavado peritoneal de camundongos das linhagens NZB,
NZW, e (NZB/NZW) F1 fémeos. Houve consideravel deple¢do das células B-1 na cavidade
peritoneal destas linhagens, com excecdo dos animais (NZB/NZW) F1 fémeos. (A) N&o-

irradiado, (B) Irradiado.
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4.5. Células B-1 sdo mantidas in vitro ap0s irradiacdo seletiva e produzem

continuamente IL-10 e IgM.

Culturas de células peritoneais de camundongos (NZB/NZW) F1 fémeos foram
realizadas, conforme descrito em material e métodos, para verificar possivel diferenca na
producdo de fatores nas populacbes celulares apdés o tratamento dos animais com
irradiacdo. A Figura 11 mostra que as células B-1 em cultura mantiveram-se com

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

77 .18% ; 74 058%

[s]i%

CD11b

Figura 11: Células B-1 permanecem em cultura ap6s irradiacdo. Citometria de fluxo
mostrando porcentagem de células B-1 (CD11lb+ IgM+) em cultura de cinco dias da
cavidade peritoneal de camundongos (NZB/NZW) F1 fémeos ndo-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-renovacdo. Além disso, este
subtipo de linfécitos B tem a capacidade de secretar espontaneamente anticorpos da
classe IgM. Dessa maneira, a producao de IL10 e IgM pelas células B-1 dos camundongos
irradiados e néo-irradiados foi testada in vitro. Esses fatores foram medidos nos
sobrenadantes de cultura de células B-1 apds periodos pré-determinados de cultura. As
Figuras 12 e 13 mostram que, apesar da irradiacéo, células B-1 continuamente produzem
IL10 e IgM em quantidades similares aquelas produzidas por células B-1 de animais néo-
irradiados.

Esses dados sugerem que a populacdo de células B-1 radiorresistentes na
cavidade peritoneal destes animais, sobrevivem em cultura e estdo, aparentemente,

funcionalmente inalteradas, mesmo apdés sucessivas doses de irradiacao.
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Figura 12: Irradiacdo ndo interfere na sintese de IL-10 pelas células B-1 in vitro. Os sobrenadantes
das culturas foram recolhidos diariamente ap6s o cultivo das células. As barras ndo-preenchidas
(brancas) indicam a quantidade de IL-10 em pg/mL produzida pelas células B-1 de camundongos
(NZB/NZW) F1 fémeos nd&o-irradiados; as barras preenchidas (pretas), dos animais irradiados.
Observa-se que ndo ha diferenga na sintese de IL-10 por células B-1 provenientes dos dois grupos de

camundongos.
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Figura 13: Irradiacdo néo interfere na producdo de IgM pelas células B-1 in vitro. Os
sobrenadantes das culturas foram recolhidos diariamente apds o cultivo das células. As
barras brancas indicam a densidade optica (DO) de IgM produzida pelas células B-1 de
camundongos (NZB/NZW) F1 fémeos ndo-irradiados. As barras pretas representam os
animais irradiados. Observa-se que nao ha diferenca na sintese 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 radiorresisténcia nos
linfécitos B-1, células recém coletadas da cavidade peritoneal foram submetidas a
purificacdo por beads magnéticas. ApGs a eluicdo, as células foram analisadas por
citometria de fluxo para confirmacgéo 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 analise foram diluidas, fervidas e
aplicadas no gel de poliacrilamida, como descrito em material e métodos. Apds a corrida

eletroforética, os géis foram corados pelo método Coomassie brilliant blue para a
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coloracdo de proteinas ou entdo transferidos para membranas de nitrocelulose. A Figura
15 mostra intensa reacdo por immunoblotting em membrana de nitrocelulose para o
anticorpo anti-Bcl-2 nas células B-1 dos camundongos (NZB/NZW) F1 fémeos irradiados
ou néo.

O dado obtido sugere que camundongos (NZB/NZW) F1 fémeos apresentam, na
populacdo de células B-1 da cavidade peritoneal, expresséo constitutiva da molécula anti-
apoptotica Bcl-2. E provavel que essa proteina seja a principal responsavel na resisténcia

a irradiacdo observada nessas células.
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Figura 14: Figura 2: Porcentagem de células B-1 da populacédo celular peritoneal
ap0Os purificacdo. Células coletadas diretamente do lavado peritoneal, 6h apds ultima
irradiacdo, foram purificadas por beads magnéticas, utilizando-se inicialmente beads
magnéticas revestidas com anti-CD23 para retirada de células B-2 (A). Apds esta
primeira selecdo, este conjunto de células negativas para CD23, foi positivamente
selecionada com beads magnéticas revestidas com anti-CD19 (B). Depois da eluicdo, as
células foram submetidas & analise por citometria de fluxo para confirmac¢do 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

Bel-2

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 reacdo com o anticorpo anti-Bcl-2 nas células B-1 dos
camundongos (NZB/NZW) F1 fémeos irradiados ou ndo e niveis basais para 0 mesmo
anticorpo em camundongos BALB/c. Nesta figura, (1) indica extrato protéico de células
B-1 purificadas de camundongo BALB/c ndo-irradiado, (2) BALB/c irradiado, (3) células
B-1 de camundongo (NZB/NZW) F1 fémeos ndo-irradado e (4) (NZB/NZW) F1

irradiado.

4.7. Como airradiacdo confere resisténcia ao lGpus murino apos irradiacdo?

Considerando que as células B-1 parecem néo estar diretamente envolvidas com o
lGpus eritematoso sistémico neste modelo experimental, decidimos verificar se a irradiacao
seletiva poderia alterar outras populacbes celulares que eventualmente estariam
envolvidas na patogénese do LES. Assim, as células da cavidade peritoneal, sangue

periférico e baco foram avaliadas.

A irradiacdo seletiva induziu significativa alteracdo no padrdo de leucdcitos
circulantes, induzindo mudancas no nimero total dos glébulos brancos. Apos 24 e 48 h da
irradiacdo, foi observada uma queda significativa no numero dos leucdcitos (Figura 16A).

A contagem diferencial leucocitaria mostrou declinio significativo no namero de linfocitos
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24 h e 48 h apoés irradiacdo (Figura 16B). Entretanto, os valores das contagens total e
diferencial foram normalizados 72 h apoés irradiacdo. A contagem do numero absoluto e
das porcentagens das células TCD4, TCDS8, B-2 e macrofagos da cavidade peritoneal
também foram restabelecidas 72 h apds irradiacdo (Figura 17). Contudo,
interessantemente, as mesmas células (TCD4, TCD8, B-2 e macréfagos) exibiram um
longo atraso em repopular o baco (aproximadamente vinte dias), como mostrado na Figura

18.

Esses resultados sugerem que 0s possiveis clones auto-reativos que poderiam
estar presentes no baco dos animais, foram eliminados apoés irradiacao ionizante. Assim,
parece razoavel especular que o tratamento periodico com irradiacdo seletiva, pode elidir
células auto-reativas do baco, ndo havendo tempo habil para que as populacdes celulares

neste 6rgdo sejam restauradas e induzam doenca auto-imune.
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Figura 16: Populacdo leucocitaria do sangue periférico € restabelecida 72h apoés
irradiacdo seletiva em camundongos (NZB/NZW) F1. (A) Nimero total de leucécitos
circulantes no sangue periférico antes (tempo 0) e 24, 48, 72, 96 e 120 horas apés a
irradiacao seletiva dos camundongos (NZB/NZW) F1. Os resultados expressam a média +
e.p.m. *P<0,05, por comparacdo dos animais dos grupos 24, 48h com o tempo inicial (Oh). (B)
Contagem leucaocitaria diferencial do sangue periférico. Os dados mostram a média + e.p.m.
*P<0,05, por comparacao dos linfocitos dos animais dos grupos 24, 48h com o tempo inicial
(Oh). N&o ha diferenca na contagem de mondcitos e neutréfilos do sangue periférico apos

irradiacao dos animais.
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Figura 17: Porcentagens e contagem do numero absoluto de células
peritoneais ap0s irradiacdo seletiva em camundongos (NZB/NZW) F1. As
populagBes celulares de TCD4, TCD8, B-2, macréfagos (citometria de fluxo) e a
contagem do numero absoluto das células da cavidade peritoneal de animais
(NZB/NZW) F1 irradiados, foram restabelecidas 72 h apés irradiacdo. (A) TCD4
(CD4+ CD3+ CD5+), (B) TCD8 (CD8+ CD3+ CD5+), (C) B-2 (CD23+ CD19+
CD11b-), (D) M@ (CD11b+ CD5- CD19-) e (E) contagem do numero total de células
peritoneais em camara de Neubauer. Estatisticamente significativo quando
comparado com o controle (Oh). Teste Student: *P<0.005, #P<0.05.
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Figura 18: Atraso em repopular células do bago de camundongos (NZB/NZW) F1 apds
irradiacdo seletiva. Porcentagem e contagem do numero absoluto dos esplendcitos apresentam
longo atraso em restaurar populacdes celulares do bacgo. Observa-se que a restituicdo dos
esplendcitos ocorre aproximadamente no vigésimo dia apos irradiacdo. (A) TCD4 (CD4+ CD3+
CD5+), (B) TCD8 (CD8+ CD3+ CD5+), (C) B-2 (CD23+ CD19+ CD11b-), (D) M@ (CD11b+ CD5-
CD19-) e (E) contagem do numero total de células peritoneais em camara de Neubauer.
Estatisticamente significativo quando comparado com o controle (Oh). Teste Student: *P<0.005,
#P<0.05.
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5. Discussao

61



Dados da literatura mostram resultados positivos no controle da progressdo do
Lapus Eritematoso Sistémico em camundongos (38, 93, 96) e humanos (94, 97) com
doses de irradiacdo fracionada, conhecida como irradiacdo linféide total (ILT). Este
tratamento induz remissdo de doencas em alguns modelos, incluindo artrite (98, 99) e
lGpus (93, 100). Entretanto, ndo € totalmente esclarecido como a irradiacdo exerce efeitos
benéficos em doencas auto-imunes.

O envolvimento de células B-1 em doencas auto-imunes € relatado em alguns
trabalhos. Por exemplo, em camundongos NZB/xid e (NZB/NZW) F1/xid, que
congenitamente ndo possuem células B-1 (81), ha producdo diminuida de auto-anticorpos
e os sinais da doenca estdo reduzidos (54, 82). In vivo, a eliminacdo de células B-1
peritoneais por injecdes repetidas de anticorpos anti-IL-10 (83, 84) ou injecao peritoneal de
agua (85) em camundongos (NZB/NZW) F1, os sinais da doenca sao consideravelmente
reprimidos. Quando células B-1, mas nao células B-2, sdo transferidas de camundongos
transgénicos 2-12H/Fas™ para animais Fas"™, sdo geradas células secretoras de
anticorpos anti-Sm nos linfonodos mesentéricos e lamina propria (101).

Existem evidéncias que as células B-1 sdo sensiveis a radiacdo ionizante (88).
Dessa maneira, em nosso estudo, o principal objetivo foi aplicar a irradiacdo gama
toracoabdominal em camundongos (NZB/NZW) F1 fémeos para investigar a evolugcéo dos
sinais do lUpus nesses animais e estabelecer uma possivel relacdo entre a evolugcdo da
doenca e células B-1.

O modelo experimental constituiu na aplicacdo de doses de irradiacdo de 9 Gy na
regido toracoabdominal, durante 10 meses consecutivos. Ao longo do experimento,
animais do grupo controle (n&do-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 observacao até
16 meses, quando foram também sacrificados. A diferenca na sobrevida dos animais
tratados e controles foi estatisticamente significativa, ja que 100% da populacao tratada
com radiacdo sobreviveu. Estes resultados confirmam os dados da literatura, onde se
relata que 90% da populacdo de camundongos (NZB/NZW) F1 fémeos morrem neste
mesmo periodo (52). Além disso, a radiacao ionizante suprime a esplenomegalia e edema
generalizado, bem como a nefrite lUpica e a producéo de auto-anticorpos. Esses achados
corroboram dados da literatura mostrando expressiva melhora da doenca em
camundongos MRL-Ipr/lpr (37, 102) e (NZB/NZW) F1 (96) submetidos a irradiacao.

O método aqui utilizado, indubitavelmente, depleta a populacdo de células B-1 em
camundongos BALB/c, NZB e NZW. Surpreendentemente, ao contrario das outras
linhagens, o numero de células B-1 da cavidade peritoneal de animais (NZB/NZW) F1
fémeos ndo apresentou reducdo apoOs a irradiacdo. Observamos cerca de 60% desta
populacdo celular nos animais nao-irradiados e 56% nos camundongos irradiados. Nao
somente as células estavam presentes na cavidade peritoneal, como foram observadas
em cultura de células peritoneais de sete dias, o que indica resisténcia a radiacao
ionizante neste modelo experimental de lupus.

Além disso, as células B-1 mostraram atividade normal quanto a producéo de IL-10
e IgM in vitro. Dados da literatura demonstram que a IL-10 € uma das principais citocinas
antiinflamataéria produzida por células do sistema imune (95).

Demonstramos que um provavel mecanismo de radiorresisténcia das células B-1 é
a superexpressao da proteina anti-apoptotica Bcl-2. A familia da proteina Bcl-2 tem papel
importante na regulagcdo em muitos sistemas celulares (97). Membros da familia Bcl-2 sao

capazes de impedir morte celular induzida por numerosos estimulos, incluindo radiacao
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ionizante (80, 103). Além da superexpressdo de Bcl-2 observada nas células B-1 de
camundongos (NZB/NZW) F1 fémeos, € possivel que a diferenca da porcentagem de
células B-1 da cavidade peritoneal de (NZB/NZW) F1 fémeos, quando comparada a outras
linhagens apds irradiacdo, seja devido a distintas suscetibilidades a radiacéo, inerente a
cada linhagem de camundongo. Uma explicacdo plausivel para este fenbmeno é que o
mecanismo regulatorio de proliferacdo celular possa ter sido danificado pela radiacéo, o
qual poderia conferir resisténcia a radiacao destas células nos camundongos (NZB/NZW)
F1 fémeos.

Assim, os dados que mostram a permanéncia de células B-1 viaveis, concomitante
com a melhora da doenca dos animais depois de repetidas doses de irradiacao, leva-nos a
crer que as referidas células possam nao estar diretamente ligadas com o LES em
camundongos (NZB/NZW) F1 fémeos. Neste contexto, dados da literatura mostram a nao
participacdo de células B-1 em auto-imunidade (104, 105). Em camundongos deficientes
para Fas, células B-1 nao contribuem para a producéo de auto-anticorpos (87). Em adicao,
a superexpressao de IL-5 em camundongos (NZB/NZW) F1 aumenta consideravelmente o
namero de células B-1a. Entretanto, ha notavel reducdo da producédo de anticorpos anti-
DNA e ocorréncia de nefrite lapica (106).

Anticorpos contra ds-DNA sao caracteristicamente encontrados e correlacionados
com a atividade do LES em modelos murinos e em humanos (107). Auto-anticorpos
secretados por plasmdcitos auto-reativos sdo comuns em doencgas auto-imunes sistémicas
ou oOrgao-especificas (108, 109). Na busca de outros fatores que possam ter levado a
protecdo dos camundongos em nosso modelo experimental, um dado que merece
destaque foi o fato de que niveis séricos totais de IgG e IgM ndo foram alterados nos

camundongos (NZB/NZW) F1 irradiados quando comparados aos animais controle, ao
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passo que a producdo de anticorpos anti-DNA foi significativamente diminuida. Dessa
maneira, podemos concluir que a remissao da doenca pode estar associada com a
significante queda dos niveis de auto-anticorpos pela irradiacdo toracoabdominal dos
animais, visto que os auto-anticorpos podem contribuir direta ou indiretamente para a
patogénese de doencas auto-imunes por mecanismos efetores classicos, como a
formacdo e deposicao extensiva de imunocomplexos (107, 110).

Hoyer e colaboradores mostraram que plasmaocitos de vida longa contribuem para a
auto-imunidade humoral em camundongos (NZB/NZW) F1 (111). No entanto, se células
secretoras de auto-anticorpos poderao se tornar plasmaocitos de vida longa, dependera do
tempo e modo de geracdo das mesmas. Ainda ndo esta esclarecido o mecanismo pelo
qual a sobrevivéncia e migracdo de plasmécitos sdo reguladas. Dados da literatura
sugerem que a longevidade dos plasmaécitos ndo é (somente) uma capacidade intrinseca
da célula, mas depende do ambiente aprobativo, que sdo nichos especificos de
sobrevivéncia, os quais podem ser encontrados na medula éssea, tecido inflamado e baco
auto-imune (112). Dados recentes da literatura mostraram que plasmaocitos auto-reativos
com especificidade para antigenos glomerulares, estdo presentes em maior nimero nos
rins que no baco e sangue periférico de camundongos lupicos (113). Em pacientes com
sindrome de Sjogren, auto-anticorpos anti-Ro/SSA e anti-La/SSB sao produzidos por
linfécitos infiltrados nas glandulas 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 possivel que apds irradiacéo ionizante,
tenha ocorrido deplecéo de plasmaocitos patogénicos localizados nos tecidos, contribuindo

assim, para a remissado do LES nos camundongos (NZB/NZW) F1.
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O fato de que muito mais plasmodcitos sdo gerados durante a resposta imune
adaptativa em relacdo aqueles que sobrevivem e tornam-se plasmdcitos de vida longa,
sugere que somente uma fracdo seleta de plasmadcitos entra no “pool” de plasmaocitos de
vida longa. A competicdo de plasmécitos por nichos de sobrevivéncia presumivelmente
controla o estabelecimento da imunidade humoral e imunopatologia (112). E
surpreendente que os bacos de camundongos (NZB/NZW) F1 fornecam dez vezes mais
nichos de sobrevivéncia que em camundongos normais (111). Assim, pode-se especular
que a irradiacdo inibe a emergéncia de clones linféides que secretam auto-anticorpos
envolvidos com a formacédo de imunocomplexos, ao mesmo tempo sem necessariamente
afetar as células B ndo-patogénicas pré-existentes ou plasmacitos radiorresistentes.

Acreditamos ainda que as modificacfes imunologicas nos camundongos irradiados
tém papel importante na supressédo da doenca, visto que a exposicdo a doses sub-letais
de radiacdo pode estimular o sistema homeostatico nos camundongos (NZB/NZW) F1. E
possivel que esse tratamento ative o sistema imunologico aumentando o numero de
células imunes ativas e diminuindo o de células anémalas, embora os detalhes deste
mecanismo, como mediadores solUveis e moléculas transdutoras de sinal, precisem ser
esclarecidos.

O efeito protetor da irradiacdo neste trabalho pode também ser devido a eliminacao
ou reducdo significativa de exequiveis clones patogénicos de células B-2 e T do baco dos
camundongos (NZB/NZW) F1 ap0és irradiacdo. Dados da literatura descrevem diminuicao
de esplendcitos similar aos nossos resultados, embora de menor magnitude, apés
exposicao a ions de ferro (115) e raios gama (116).

Pode existir uma taxa ideal de radiacdo para diminuicdo de células anormais além

da escala de radiacdo empregada neste estudo. Entretanto, supomos que a reducéao dos
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esplendcitos ajude a esclarecer, pelo menos em parte, a melhoria do LES neste modelo
experimental, embora outros fatores possam também estar envolvidos. Dessa maneira, 0s
dados aqui apresentados indicam que células do baco sdo mais afetadas pela irradiacao
gue aquelas da cavidade peritoneal e sangue periférico. Os resultados sugerem também
que a resposta dos linfécitos nos diversos compartimentos corporeos do camundongo
pode ser variavel.

Assim, supomos que, em nosso protocolo com as doses mensais de irradiacéo, as
células anormais nao teriam tempo habil para repopular os compartimentos que
abrigariam nichos de clones patogénicos nem seus precursores. O efeito
imunossupressivo transiente da irradiacdo pode ser explicado pela deplecéo direta de
células imunocompetentes de compartimentos linféides, ao mesmo tempo em que mantém
a capacidade generativa das células tronco dos compartimentos protegidos pelo chumbo,
que também restaura o sistema imunolégico ao longo do tempo.

Em conjunto, nossos resultados indicam que o tratamento com radiacao ionizante
toracoabdominal em camundongos (NZB/NZW) F1 influencia consideravelmente a
evolucdo da doenca. Contudo, uma relacéo direta entre a populacdo de células B-1 e a
evolucdo do LES murino ndo pode ser claramente estabelecida. Outrossim, células B-1
poderiam contribuir ativamente na resposta imune como células reguladoras [117] e nao
somente simbolizando um subgrupo celular vestigial de uma primeira linha de defesa
ancestral. Aléem disso, a descoberta que as células B-1 de camundongos (NZB/NZW) F1
fémeos sao resistentes a radiacao ionizante abre um novo campo de investigacdo, nao so
voltado para a biologia da célula B-1, mas como sobre as possiveis implicacbes desse

fendbmeno na patogenia de doencas auto-imunes.
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6. Conclusodes
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Os dados aqui apresentados permitem-nos concluir que a radiacdo 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
doenca, enquanto que os camundongos controles (ndo-irradiados) sobreviveram entre 8 e
10 meses de idade. Animais irradiados ndo apresentaram esplenomegalia, anasarca,
lesbes glomerulares nem producédo 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 fémeos séo resistentes a radiacao
ionizante. Este fenbmeno ocorre provavelmente pela superexpressdo da molécula anti-
apoptotica Bcl-2. Células B-1 radiorresistentes produzem IL-10 e IgM em quantidades
similares aos animais controle.

A possivel participacdo dessas células radiorresistentes na patogenia do IUpus
murino ainda ndo pode ser esclarecida. Contudo, esplendcitos exibiram um longo atraso
em restituir o baco, sugerindo que possiveis células auto-reativas que poderiam estar
presentes no baco dos animais, foram eliminadas apos irradiacdo. Assim, parece razoavel
especular que a irradiacao seletiva periddica pode suprimir clones auto-reativos do baco,
nao havendo tempo habil para que este 6rgdo seja restaurado e induza doenca auto-

imune.
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8. Abstract
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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 Sjogren 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.
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