ERRATA

Na pagina 5, da INTRODUGCAQ, falta, no inicio da mesma, a seguinte frase:

auto-imunidade. Assim, a etiologia do DMID dependeria do acimulo de fatores que...

Na pégina 95, da DISCUSSAQ, deve-se ler o item 5.2, da seguinte maneira:
5.2. TRATAMENTO DO DMID-CI DO CAMUNDONGO NOD COM

ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTICD4 E ANTICDS

Na pagina 101, da DISCUSSAQ, falta o final do dltimo parégrafo:
depletaram células T in situ, no pancreas, e foram iniciados em presenca de insulite
intensa. SHIZURU et al. (1988) constatou histologicamente insulite moderada em fémeas
NOD, mantidas normoglicémicas por 225 dias apos o término de tratamento com AcMo
antiCD4 (GK1.5). MAKI et al. (1992) observou, nos animais NOD em remissdo clinica do
DMID induzida por ALS, ilhotas pequenas ou com infiltrados periféricos, contendo,
porém, granulos com insulina. De forma similar, CHATENOUD et al. (1994) demonstrou
remissio clinica do DMID em fémeas NOD tratadas com AcMo antiCD3 (145 2C11),

apesar da presenga de infilirado insular, porém néo invasivo-destrutivo, de células T CD4+

e CD8+.
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NOTACOES

1. O termo PMID (diabetes melito insulino-dependente) foi utilizado no texto como

designagdo de diabetes de origem auto-imune.

2. Os linfocitos B e T foram denominados como linfocitos ou células, no curso do

manuscrito.



L L OO S MRPRIS: e ucsssreismesmarssomeniss s s g s A SR

1.2. DMID: historia natural de uma sindrome auto-imune..................ccooeeeeveeeenennn.

1.3. Modelos experimentais espontaneos de diabetes auto-imune.........................

1.3.1. Camundonge NOD {"Nont Obese DIabetic”).....csvummmssmsmmmsiuspassmvomssn

1.3.1.1. Modelo de diabetes acelerado pela ciclofosfamida

(DMID-=CI)......oooooovoooeooeeoeoeeeeeeee e .

1.3.2. Rato BB ("Bio Breeding")........o..oovveoioeeooooeeoeoeeeeseeeeeeeeeereeeseeesee

1.4. As células T no diabetes autO-IMUNE............coovmmieeeeeieee e eeeeeieeeaeeeeennnes

1.4.1. Diabetes auto-imune hUmMano. ...,

14,2, Camunaonge LY. ... s

1

4.2, 1. Cehilas diabetoRBnicas: ..ousmimmmsissisaissmss s

1.422 Célulasreguladoras.......................ccooiiiiiiiiii

1.4, 3. RaAtO BB .. o

1

43,1, Células diabetogenicas. .. oo nsmsmsremseisss

1.43.2 Células reguladoras..........................ooooiiiiiiiii,

1.5. Imuno-intervengdo do diabetes auto-imune.............................cccooiii

1.5.1. Anticorpos monoclonais € imuno-intervengao...................ccoooevveerereenn.

152 1
1
1

muno-intervengdo do diabetes auto-imune humano...........................
S5.2.1. IMUNOSSUPTESSOTES. .....ooiiiiiieieiieieeiieeii e

5.2 2, InmmomMOQUIAGOTES - v s s s S T s TR

1.5.3. Imuno-intervengdo em modelos experimentais espontaneos de

diabetes AULO-TIMUIE. ..ottt

2. OBJETIVOS

Pag.

10
10
14

15
18
18
20
20
22
23
23
24
25
26
28
29
30
30



3. MATERIAILS E METODOS ... oottt tarasa s s s esanens 34
BT AATIITIAIS 1o eore s e e e e e e e e e e sam et ettt et s eeen e e e e eereateeteeeae st artbarererearaeres 35
3.2. Diabetes acelerado pela ciclofosfamida (DMID-CI}.............................. 35

3.3. Anticorpos monoclonais utilizados in Vivo......cc.ceriviiiininiciniiiien. . 36

3.4. Imunofluorescéncia indireta.............coooooiiiiiii i 40
3.5, HISIOIOIR. ...ovevvoveeeeeeeseieece ettt st 41
3.6. Imuno-hiStOqUIIMICE. ..o et 43
3.7, ANALISE @STALISTICA. ......e. e iveevirrerereeereeeerirecr e e eoe s bbb e n e 44
A RESULTADOS ...ttt ettt e b s 45
4.1. Caracteristicas do diabetes acelerado pela ciclofosfamida (DMID-CI}............ 46
4.1.1. Perfil e evolugio do DMID-CI clinico. ... 46
4.1.2. Perfil e evolugio do fendtipo dos linfocitos esplénicos...................... 49

A) Modelo I 1 injegdo de ciclofosfamida (CI)..................cccooinn 49

B) Modelo II: 2 injecGes de ciclofosfamida (CD)..................ooeii, 50

4.1.3. Perfil e evolugio da insulite: aspectos histologicos..................ccein, 51
4.1.4. Fendtipo da insulite: aspectos imuno-histoquimicos.............c.e.eee 62

4.2. Protocolo de tratamento do DMID-CI com anticorpos monoclonais antiCD4 e

AN D . oot et e e 65
4.2.1. Tratamento com o AcMo depletante antiCD4 Y191 65
A) Efeito sobre 0 DMID-CI clinico...........o.ooooeiii 65

B) Efeito sobre o fendtipo dos linfocitos T esplénicos................oooevees 66

C) Efeito sobre a insulite: aspecto histoldgico................. 70

D) Efeito sobre o fenotipo da insulite: imuno-histoquimica................. 72

4.2.2. Tratamento com 0 AcMo depletante antiCD8 Y169.............................. 74
A) Efeito sobre 0 DMID-CI ¢linico..........coovoeieiiiiii e 74

B) Efeito sobre o fenotipo dos linfocitos T esplénicos........................ 74

C) Efeito sobre a insulite: aspecto histologico................oo, 78



D) Efeito sobre o fendtipo da insulite: imuno-histoquimica................. 78

4.2.3. Aspectos gerais do tratamento com o AcMo controle anti-CD8 Y105... 80

5. DISCUSSAQ. ... s 83
5.1. Caracteristicas do diabetes acelerado pela ciclofosfamida (DMID-CI)............ 84
5.1.1. Perfil e evolugio do DMID-CI clinico.............oooveveiiriviniiiiene 85

5.1.2. Perfil e evolugio do fendtipo dos linfocitos esplénicos..................... 86

5.1.3. Perfil e evoluglio da insulite: aspectos histologicos.............ceoivreeen. 90

5.1.4. Fenétipo da insulite: aspectos imuno-histoquimicos....................oco..... 94

5.1.5. CONCIUSDS......c.viiiiie ettt et ser e s 95

5.2. Tratamento do DMID-CI do camundongo NOD com AcMos antiCD4 e

AT e ettt e a5
5.2.1. Protocolo de imuno-intervengaio.............ccoovirimmiiiieiieen e 96
5.2.2. Efeito sobre o fenotipo dos linfocitos T esplénicos............................. 97
5.2.3. Efeito sobre 0 DMID-CI clinico.............ccooviiiiiiiri e 97
5.2.4. Efeitosobre ainsulite..........c.cccoeeiremieiiciiiiincn 100

5.2.5. Mecanismos de a¢@o dos AcMos antiCD4 e antiCD8 no tratamento

do DMID-CI do camundongo NOD............c.oiiiiiii i 102

525 1. AcMo antiCD4. ... 103

52.52. AcMo antiCD8...........oooii e 106

5.2.6. Perspectivas..........coooooiiiiiiiiiiii it 109

6. CONCLUSOES ...ttt 112
T SUMMARY e 114



ILUSTRACOES

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Mecanismos de desenvolvimento de auto-reatividade
anticélula B pancreatica, no diabetes auto-ImMune. ..o,

Figura 2: Suscetibilidade poligénica ao diabetes auto-imune, no camundongo NOD..
Figura 3: Mecanismos de ag3o dos anticorpos monoclonais anticélulas T.................
Figura 4: Teste bioldgico para pesquisa da dose ideal, in vivo, do AcMo

antiCD4 depletante Y191 ..o
Figura 5: Frequéncia do DMID clinico, em camundongos NOD, no Modelo I:

uma injegiio de ciclofosfamida (CI)..........ooviiei
Figura 6: Frequéncia do DMID clinico, em camundongos NOD, no Modelo II:

duas injegdes de ciclofosfamida (CI)...............cooiii
Figura 7: % de Linfocitos B (A) e T (B) esplénicos, de camundongos NOD,

no Modelo I: uma injego de ciclofosfamida (CI).........c.ocooooiin
Figura 8: % de Linfocitos B (A) e T (B) esplénicos, de camundongos NOD,

no Modelo II: duas injegdes de ciclofosfamida (CI)....................n,
Figura 9: Subpopulagdes T CD4+ e CD8+, em bago, de camundongos NOD,

no Modelo II: duas injegdes de ciclofosfamida (CI)..............................
Figura 10: Marcaggo, por imunofluorescéncia, dos esplenocitos de camundongos

NOD, no Modelo II: duas injegdes de ciclofosfamida (CI)........................

Figura 11: Estadiamento da insulite em camundongos NOD...........................
Figura 12: Perfil da insulite, em camundongos NOD, no Modelo I: uma injegdo

de ciclofosfamida (CI)...........oooiiriii e

Pag.

13



Figura 13

Figura 14
Figura 15

Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

Figura 19;

Figura 20:

Figura 21:

Figura 22:

Figura 23:

Figura 24:

Figura 25:

: Perfil da insulite, em camundongos NOD, no Modelo II: duas inje¢Ses
de ciclofosfamida (CI)............cocooiiiiniii e 59
: Perfil da insulite espontdnea em NOD fémeas (A) € machos (B)............. 61

- Anélise histologica ¢ imuno-histoquimica da insulite, induzida

por ciclofosfamida, em camundongos NOD............c.ccocoooiiiin, 63
Subpopulagdes T CD4+ e CD3+ em diferentes estadios da insulite,

induzida por ciclofosfamida, em camundongos NOD......................... 64
Tratamento do DMID-CI clinico, do camundongo NOD, com

AcMo antiCD4 depletante Y191, 67
Efeito do tratamento com o AcMo antiCD4 depletante Y191 sobre

o fenotipo das subpopulagdes T esplénicas CD4+e CD8+............... 68
Marcag¢do por imunofluorescéncia dos esplendcitos T de camundongos
NOD, tratados com o AcMo antiCD4 depletante Y191 ...l 69
Perfil da insulite em camundongos NOD tratados com 0 AcMo antiCD4
depletante YIOT. ... e 71
Subpopulagdes T CD4+ e CD8+ em ilhotas de camundongos NOD

tratados com o AcMo antiCD4 depletante Y191 73
Tratamento do DMID-CI clinico do camundongo NOD com AcMo

antiCD8 depletante Y169.........c.ocooiiiiiiiiii e, 75
Efeito do tratamento com o AcMo antiCD8 depletante Y169 sobre

o fenétipo das subpopulagdes T esplénicas CD4+e CD8+................ 76
Marcacio por imunofluorescéncia dos esplenocitos T de camundongos

NOD, tratados com o AcMo antiCD8 depletante Y169.......................... 77
Perfil da insulite em camundongos NOD tratados com 0 AcMo antiCD8

depletante Y169, .. ... 79



a 26: Subpopulagdes T CD4+ e CD8+ em ilhotas de camundongos NOD,

Figur

tratados com o AcMo antiCD8 depletante Y169.............ccooooiiiiiennne

ra 27: Efeito do tratamento com o AcMo antiCD8 Y105 sobre o fenétipo das

Fign

subpopulacdes T esplénicas CD4+ e CD8+



ABREVIATURAS E SIGLAS

Ac: anticorpo

AcMo(s): anticorpo(s) monoclonal{monoclonais)
ADCC: "antibody-dependent cell mediated cytotoxicity”
APC: "antigen-presenting cell”

BB: "bio breeding”

BB-DP: "BB-diabetes prone"

BB-DR: "BB-diabetes resistant”

CD: "cluster differentiation”

CI: ciclofosfamida

cf: conforme

CPH: Complexo Principal de Histocompatibilidade
DMG:Diabetes Melito Gestacional

DMID: Diabetes Melito Insulino-dependente

DMID-CI: Diabetes Melito Insulino-dependente induzido pela Ciclofosfamida
DMNID: Diabetes Melito N&o Insulino-dependente
E.U.A.: Estados Unidos da América

FITC: "fluorescein isothiocyanate"

FSC: "forward scatter"

G: grau

GAD: "glutamic acid decarboxylase"

GLUT: "glucose transporter”

HE: hematoxilina-eosina

HAMA: "human anti-mouse antibody"

HLA: "histocompatibility leucocyte antigens”

HSP: "heat shock protein™”

IAA: "insulin autoantibodies"ICA: "islet-cell antibodies"
Ig: "immunoglobulin®

IL: "interleukin”



IL1R: “interleukin-1 receptor”

IL2R: "interleukin 2 receptor”

i.p.. intraperitoneal

LADA: "Latent Autoimmune Diabetes in Adults"
L.B: linfocitos B

L.T: linfocitos T

min: minutos

NK: "natural killer"

NOD: "non obese diabetic"

PE: "phycoerythrin”

SCID: “severe combined immunodeficiency”
SD: "standard deviaton"

sem: semana

SSC: "side scatter”

TBS: "Tris Buffered Saline”

TCR. "T ceil receptor”

TCR-V: regido variavel

TCR-J: regido juncional

Th: "T helper"

V: volume

x: média



—

;ﬁ.ﬂu w,,u ,wl *
i




O camundongo NOD ¢ um modelo espontineo de diabetes auto-imune, cuja
expressdo clinica de sindrome hiperglicémica é mais freqiiente em fémeas (em torno de
60%) do que em machos (< 10%), entre a 20" ¢ 25" semanas de vida. Uma infiltragfo
linfomononuclear progressiva das ilhotas de Langerhans (insulite), iniciada na 5° semana de
vida, em ambos os sexos, precede o desenvolvimento clinico do diabetes. A doenga é

mediada por células T CD4+ e CD8+ com auto-reatividade anticélula §.

A Ciclofosfamida (CI), administrada a animais NOD de oito semanas de vida,
induz o diabetes clinico em machos e o acelera em fémeas, por provavel deplegio de
células T supressoras dos mecanismos diabetogénicos. Este modelo (DMID-CI) é um
instrumento experimental para aplicagdo de protocolos terapéuticos, descritos, sobretudo,
em fase inicial do processo auto-imune. O objetivo deste estudo foi o de testar a eficiéncia
de uma imuno-intervengdc no DMID-CI do camundongo NOD, em fase avancada de
insulite, com anticorpos monoclonais (AcMos) depletantes antiCD4 e antiCDS8, estratégia

pouco documentada na literatura.

Foi caracterizado, iniciaimente, o perfil de evolugdio da insulite, induzida em
dois modelos de administragdo de ciclofosfamida (uma e duas doses de 200 mg/kg/dose, no
intervalo de 14 dias) para definir-se a janela terapéutica adequada. A analise histologica da
insulite, em NOD machos ¢ fémeas, semelhante em ambos modelos, demonstrou um
momento preciso de progressdo rapida de insulite em estiddios avangados
(invasivo/destrutiva), com paralela diminuicdo de ilhotas normais ou com periinsulite. Este
momento consistiu de um intervalo, situado entre o 7° € o 14° dias apds a primeira dose de

Cl1, considerado como o de estabelecimento do processo imunopatologico no pancreas. A

expressio do DMID clinico foi, porém, significativamente aumentada duas semanas apds a
segunda dose da droga (80% em ambos os sexos). A insulite, induzida por CI, apresentou
evolugo fenotipica (anélise imuno-histoquimica) similar a desenvolvida espontaneamente
em camundongos NOD, com predominio de células T CD4+ em estadios iniciais ¢ aumento

da proporgio de CD8+ em fase avangada.
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A prevengio do DMID-CI clinico foi alcangada, de forma similar, através de
imunoterapia isolada com AcMos depletantes antiCD4 (YTS-191) ¢ antiCD8 (YTS-169),
iniciada em momento critico de progressdo de insulite invasivo/destrutiva (10° dia apos a
primeira dose de CI). O sucesso terapéutico foi obtido com protocolo de curta duragdo (10
dias) ¢ de baixas doses totais de AcMos (0,5 a 1,25 mg/camundongo). O tratamento com
antiCD4 impediu a evolugdo da insulite para os estadios finais, os quais ndo foram, porém,

blogueados por antiCD8.

A estratégia terapéutica utilizada demonstrou o potencial interesse clinico dos
AcMos antiCD4+ e antiCD8+ no bloqueio de subpopulagdes T executoras da destruigdo

auto-imune das células B.
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1.1. CONCEITOS GERAIS

O diabetes melito é definido como uma sindrome de hiperglicemia cronica,
resultante da falta de produgdo de insulina ou do excesso de fatores que se oponham a sua
agio (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1980). Diferencas clinicas relevantes
permitiram a classificagio da sindrome diabetes melito em duas grandes categorias,
enunciadas, em 1979, (NATIONAL DIABETES DATA GROUP), como: 1) Diabetes
Melito Insulino-dependente (DMID) ou tipo I e 2) Diabetes Melito ndo Insulino-
dependente (DMNID) ou tipo I1.

O DMNID tem distribuigio universal e sua prevaléncia é notoriamente superior
4 do DMID, em qualquer parte do mundo, afetando, em média, 5% da populagdo adulta. E,
sobretudo, esta categoria que engloba muitas variantes da doenca, originadas
principalmente por insulino-resisténcia e associadas com outras sindromes metabdlicas,
como obesidade e distipidemia (DeFRONZO & FERRANNINI, 1991). No Brasil, os dados
sobre a prevaléncia do diabetes melito provéem do estudo de MALERBI et al. (1992),
sendo descrita como de 7,6% para uma populagio urbana entre 30 e 60 anos. O DMID,
classicamente identificado como sendo de inicio agudo, acometendo criangas e

adolescentes, tem uma origem auto-imune, que sera descrita posteriormente.

Os conceitos contemporineos sobre a heterogeneidade das duas formas,
abrangendo: patogénese, determinantes genéticos e aspectos clinicos, suscitam o debate
sobre uma reclassiﬁcagio do diabetes melito, como proposto por ZIMMET (1995).
Observagoes realizadas em adultos, de diferentes populagdes, propiciou a ZIMMET et al.

(1994) a defini¢io de uma categoria de DMID, denominada Diabetes Auto-imune Latente

em Adultos ou LADA ("Latent autoimmune diabetes in adults”). Estes pacientes
desenvolvem o DMID, de forma ndo classica, usualmente apés a idade de 20 anos, e
constituem uma significante, embora ainda nfo definida, proporgdo de diabéticos adultos.

Também sio relevantes outras observagdes compiladas por ZIMMET (1995), que sugerem

que um pequeno subgrupo de mulheres com Diabetes Melito Gestacional (DMG),

aproximadamente 2% dos casos, apresentaria uma forma lenta de DMID, similar 4 LADA.
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Finalmente, comega a ser definida uma forma possivelmente rara de DMID, de
origem nfo auto-imune. Duas drogas, com efeito diabetogénico, por toxicidade pancreatica,
foram descritas no homem: Vacor (KARAM et al., 1980), um rodenticida, e Pentamidina
(BOUCHARD et al., 1982), uma droga utilizada na profilaxia do Preumocistis carinii em

pacientes com a Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).

O conjunto destes dados corrobora o aspecto sindrémico do diabetes melito,
considerado, entdio, come um grupo de doengas predominantemente poligénicas e
multifatoriais. Reivindica, paralelamente, a necessidade de se estabelecer novos critéros
para melhor distingdo das diferentes formas da doenga. Estes critérios estfio sendo
elaborados a partir dos conhecimentos adquiridos em diabetologia clinica ¢ experimental, e
dos avangos metodologicos para a identificagio de genes determinantes de doengas. Citam-

se:

1) O comreto fendtipo das diferentes categorias de diabetes melito, realizada através da
associagio entre: a) dados clinicos/epidemiologicos, b) analises bioquimicas, e
¢) marcadores metabélicos e imunologicos de disfungio e/ou agressdo da céluia B

insulino-secretora.

2) O gendtipo destas categorias, seguindo-se os modelos atuais para "screening” de genes
candidatos, baseados nos mecanismos patogenéticos das diversas formas de diabetes

melito. Estes genes estiio sendo derivados de estudos populacionais de larga escala e de

familias afetadas.

A aplicacdo destes critérios tem utilidade clinica fundamental para a
adequagdio de: 1°) terapéutica, em caso de doenga estabelecida; 2°) estratégias preventivas
das diversas formas de diabetes melito, importante objeto de estudo de uma éarea da
diabetologia moderna. Este trabalho refere-se particularmente a imuno-intervengdo, via

células T, do diabetes melito auto-imune, que sera detalhado a seguir.




1.2. DMID: HISTORIA NATURAL DE UMA SINDROME AUTO-IMUNE

A primeira forte evidéncia para a origem auto-imune do DMID foi introduzida
por BOTTAZZO et al., em 1974. Os autores descreveram auto-anticorpos circulantes,
denominados anticorpos anticélula da ilhota ou ICA (ICA: "islet-cell antibodies"),
detectados por imunofluorescéncia indireta sobre cortes de pancreas humanos, em pacientes
com DMID. Atualmente, sabe-se que os ICA e outros auto-anticorpos, eventualmente
detectados nestes pacientes, sdo marcadores imunologicos do DMID, sem efeito patogénico
direto. O DMID ¢ definido como uma doenga auto-imune cronica, causada pela destruigéo
seletiva das células B das ilhotas de Langerhans pancreaticas, num processo mediado por

células T (ROSSINI et al., 1993). Seu determinismo € poligénico e muitifatorial.

A auto-imunidade, no DMID, é caracterizada pela perda de tolerdncia dos
linfocitos T a constituintes da célula B pancreatica, insulino-secretora. Os conhecimentos
atuais para esta definicio etiopatogénica foram auxiliados pelo concomitante
esclarecimento dos mecanismos envolvidos na manuteng@io da tolerincia imunologica ao
préprio do organismo (SCHWARTZ, 1993), revisados por VOLPINI & TAMBASCIA
(1996a).

Destaca-se a introdugio do conceito de auto-reatividade fisiologica
(GOODNOW, 1989), evidenciado pela presenga de clones auto-reativos em ambos
repertorios de células B e T, em individuos normais, de importincia fundamental para a
concepgio de doenga auto-imune propriamente dita. ROSE & BONA. (1993) reformularam,
entiio, os critérios originais, propostos por WITEBSKY, para definigdo das doengas auto-

imunes, demonstradas em presenga de auto-reatividade patolégica.

No DMID, a longa evolugio e determinismo multifatorial, que evocam, por um
lado, seu irrefutavel carater sindromico, dificultam, por outro lado, a evidéncia do sitio
intrinsecamente andmalo: sistema imunolégico ou célula 8. Contudo, os conceitos de
tolerdncia, acima descritos, ¢ os adquiridos pelo estudo de modelos experimentais de

DMID, fortalecem as hipoteses que implicam o sistema imunologico na origem da

Introdugio 4



promoveriam, num individuo, o desequilibrio entre subpopula¢es de células T executoras

e protetoras da diabetogénese (revisdes de: ROSSINT et al., 1993; BACH, 1994a).

Os propostos mecanismos de ruptura da tolerdncia imunolégica no DMID,
explorados experimentalmente em murinos, s&o varios, envolvendo anomalias da tolerdncia
central timica e, sobretudo, pos-timica, da tolerincia periférica. O DMID clinico
desenvolver-se-ia em estadios, por crescente falha no bloqueio (anergia e/ou supressio
periféricas) da reatividade anticélula B. Estes disturbios convergiriam, porém, para a
resposta comandada por linfocitos T CD4+ (CD: “cluster differentiation”), contra
constituintes da célula B, processados e expostos por células apresentadoras de antigenos,

APCs (APC: "antigen-presenting cell").

Sendo o DMID sindrdmico, admitem-se, pois, Varios processos
imunopatogénicos, cuja dissecg3io é complexa. Interferem nesta complexidade dois grandes
fatores. Em primeiro lugar, a hipétese de que a célula B pancredtica seria particularmente
suscetivel a fatores variados de agressio, especialmente os derivados do sistema
imunolégico, como citocinas e radicais livres (EIZIRIK, SANDLER, PALMER, 1993;
POCIOT et al., 1994). Peculiaridades da céluia B na expressdo de peptidios imunogenicos,
sob efeito do ambiente, como: toxinas, dieta (proteinas do leite de vaca, por exemplo) e
infeccBes virais, também poderiam influenciar sua fragilidade a auto-reatividade

(BACH, 1994a).

Em segundo lugar, tanto no homem, como em modelos murinos da doenga, o
auto-antigeno primario do DMID ainda ndo estd caracterizado. Varios auto-antigenos
candidatos, constituintes da célula B, foram, porém, descritos, tendo sido definidos, em sua
maioria, com o auxilio de auto-anticorpos circulantes. A relevincia destes candidatos deve,
contudo, ser avaliada junto i base imunopatogénica do DMID, que € dependente de células
T, e cujo reconhecimento antigénico difere do das células B (DAVIS & BJORKMAN,
1988: RETH et al., 1991). Estdo abaixo citados os principais auto-antigenos candidatos do
DMID (ATKINSON & MACLAREN, 1993; RABIN et al., 1994, PAYTON, HAWKES,
CHRISTIE, 1995): sialoglicolipidios, alvos dos anticorpos antiilhota: ICA; ICA512/1A-2
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(molécula “tyrosine phosphatase like”); GAD-65 (GAD: "glutamic acid decarboxylase”) e
GAD-67, insulina; receptor da insulina; componentes do granulo secretor de insulina, 38
kDa e carboxipeptidase H; albumina bovina sérica; transportador de glicose GLUT-2
(GLUT: ‘"glucose transporter”), hsp 65 (hsp: "heat shock protein"); proteinas ndo
identificadas, de 52 kDa e 150 kDa; periferina (58 kDa), presente em insulinoma de rato
(linhagem RINSF).

Assim, parece consensual que multiplos mecanismos devam coexistir para a
expressio do DMID, sobretudo na populagio humana, englobando os mencionados
aspectos do sistema imunol6gico e da célula 8. Estes, por sua vez, seriam controlados pela
interagio de uma predisposi¢do genética (poligénica), com fatores determinados pelo
ambiente. A Figura 1 resume os diversos mecanismos acima citados para o

desenvolvimento de auto-imunidade anticélula 3 no DMID.

O papel do Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) na
predisposicio genética a0 DMID, assim como nas doengas auto-imunes em geral, tem
importancia fundamental e estd estritamente relacionado com a patogénese destas
enfermidades. Os genes do CPH influem no desenvoivimento do DMID, da mesma
maneira que condicionam o repertério T do adulto, em trés niveis principais (NEPOM &

ERLICH, 1991):

1) Selegdo positiva de clones auto-reativos no timo: alelos de suscetibilidade.

2) Auséncia de selegio negativa no timo: auséncia de alelos protetores para deletar clones

auto-reativos.

3) Auséncia de anergia periférica de clones auto-reativos: gradiente de afinidade do CPH
com o complexo: peptidio/TCR (TCR: "T cell receptor”), auséncia de células T

supressoras restritas ao CPH.
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Um grande niimero de evidéncias, revistas por CASTANO & EISENBARTH
(1990), descritas originalmente em estudos multicéntricos de familiares em primeiro grau
de pacientes com DMID, indicam que a historia natural do DMID é preponderantemente
lenta, paralela a gradual destruigio das células B. Estas observagdes foram confirmadas, em
nivel experimental, gragas a disponibilidade de dois modelos animais espontineos da

doenga, que serdo discutidos posteriormente.
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CELULA PLURIPOTENCIAL

Y

Célula Pré-T

Sele¢do negativa

Selegdo positiva (delecdo clonal)

Célula T auto-reativa

Terreno
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-« | genético
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v

Auto-imunidade antiilhota

Ambiente | - » ilhotas

Figura 1. Mecanismos de desenvolvimento de auto-reatividade anticélula

pancreatica, no diabetes auto-imune.
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Admitem-se, entdo, no curso do DMID, dois periodos: 1°) Pré-diabetes clinico,

uma larga fase, denominada pelo termo pré-diabetes, de anomalias imunometabdblicas, que

precede o aparecimento clinico da doenga e 2°) DMID clinico, caracterizado pelo
desenvolvimento de sintomatologia decorrente de sindrome hiperglicmica, associada com

mais de 80% de perda funcionat da massa 8 pancreatica.

O periodo de pré-diabetes clinico é definido pela presenga de marcadores
tecnicamente padronizados, divididos em trés categorias: a) Genéticos: sobretudo alelos do
CPH, HLA ("Histocompatibility Leucocyte Antigens"): Al, B8, DR3, DQB1*0201 ¢ DR4
DQB1%0302; b) Imunoldgicos: auto-anticorpos circulantes: ICA, TAA ("Insulin
autoantibodies™), antiGAD e c) Metabolicos: alteragdes da primeira fase de insulino-
secrecio. Estes marcadores, estudados principalmente na populagio caucaséide e
detalhados na revisdo de VOLPINI & TAMBASCIA (1996b), adquiriram grande
importancia na pratica clinica. Por um lado, sao utilizados nos programas de detecgio de
populagdes com risco de desenvolver DMID, estendidos, atualmente, ndo sé aos familiares
de pacientes com DMID, como também a individuos com poliendocrinopatias ou com
antecedentes de hiperglicemia, entre outros. Por outro lado, tém carater diagnéstico em
situagbes clinicas controversas, como nas mencionadas categorias de diabetes melito,

LADA e DMG, ¢ em casos de faléncia secundaria a hipoglicemiantes orais.

No Brasil, ainda nfo estdo definidos os marcadores imunogenéticos na
populagdo de diabéticos com DMID, de forma representativa da extensdo territorial e da
grande miscigenagio racial no Pais. Um estudo (EIZIRIK et al., 1987), revelou a maior
frequéncia de alelos HLA-A2, -B15, -DR3 ¢ -DR4 em pacientes com DMID na regido
Centro-sul, oriundos de caucasdides europeus, indios brasileiros e negroides. A presenga de
ICA foi descrita em 73,9% (DIB et al., 1983), sendo a de IAA, de 37,5% (OLIVEIRA et
al., 1993), em pacientes com DMID recente, valores médios similares aos descritos em

populagdes caucasoides.
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A evidéncia do periodo de pré-diabetes clinico propiciou a melhor compreenséo
dos mecanismos imunopatogénicos do DMID, originando a apreciavel possibilidade de
intervir-se em seu curso natural, prevenindo-o nos individuos de risco. Encontra-se,
sobretudo no periodo pré-clinico, a maior eficiéncia de imunoterapias, com finalidade de

preservar células B, viaveis para prevenir a insulino-dependéncia exogena.

Salienta-se, porém, que o conhecimento da patogénese do DMID e das
provaveis estratégias de prevengdo da doenga continua sendo claramente beneficiado pelo
estudo de modelos animais de diabetes auto-imune. Sua contribui¢dio foi particularmente
importante para as evidéncias diretas do envolvimento da imunidade celular T na
destruigdo das células B, principal interesse de nosso estudo. Serfio comentados, a seguir,

somente 0s modelos espontaneos de DMID: o camundongo NOD e o rato BB.

1.3. MODELOS EXPERIMENTAIS ESPONTANEOS DE DIABETES AUTO-
IMUNE

1.3.1, Camundongo NOD ("non obese diabetic")

O camundongo NOD foi descoberto no Japdo, por MAKINO et al. (1980), apos
o cruzamento de uma sublinhagem CTS (propensa a catarata) com uma linhagem ndo
consangiiinea ICR. O primeiro caso de DMID foi observado num camundongo fémea, apds
o qual se estabeleceu a linhagem NOD consangiiinea por cruzamentos isogénicos. Esta
linhagem foi, entfio, distribuida a comunidade cientifica mundial, registrando-se, na
atualidade, 22 coldnias ja estabelecidas em diversos paises (POZZILLI et al., 1993). No
Brasil, a linhagem NOD foi recentemente implantada por PAVIN & ZOLLNER (1994) e

encontra-se em fase de caracterizagdio, em fungfio das condi¢Bes locais.

Usa-se denominar as colénias NOD pelo nome do laboratorio de manutengao
das mesmas, como. NOD/Wehi ("Walter and Eliza Hall Institute"); NOD/Shi ("Shionogi
Research Institute"); NOD/Lt ("Leiter”). Estas colonias diferem quanto a freqiiéncia e idade
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de aparecimento do DMID, possivelmente como conseqiiéncia das diferentes condigGes
ambientais de manutengio dos animais, sendo também designadas como de alta ou baixa
frequéncia de diabetes esponténeo (POZZILLI et al., 1993). O DMID clinico desenvolve-se
entre 0 quarto e o sexto més de vida do animal, apresentando-se como sindrome
hiperglicémica. Todas as colOntas apresentam, porém, um dimorfismo sexual quanto ao
desenvolvimento do DMID, que é mais freqéiente em fémeas que em machos. A incidéncia
do DMID, observada nas diferentes colOnias, para animais de 20 semanas de idade, varia

entre 5% e 90% nas fémeas, e entre 0% e 50% nos machos.

O diabetes clinico €, como no homem, precedido por uma fase de pré-diabetes,
caracterizada pela infiltragio progressiva das ilhotas pancredticas por células
mononucleares (insulite), que se inicia ao redor do primeiro més de vida, nos dois sexos
(KIKUTANI & MAKINO, 1992). A insulite ¢ constituida, preponderantemente, por células
T ativadas, caracterizadas fenotipicamente pela expressdo do receptor da interleucina 2
(IL: "interleukin"): IL2R+ (ILZR: "interleukin 2 receptor"). As células T CD4+, como
demonstrado em experiéncias de transferéncia (THIVOLET et al.,, 1991), sdo as primeiras a
invadirem as ilhotas, sendo necessarias a migragio posterior de células T CDS8+.
Marcadores imunclogicos e metabdlicos, desta fase, também foram descritos (KIKUTANI
& MAKINO, 1992). |

O modelo experimental do camundongo NOD tem sido amplamente explorado
para a identificagio dos genes de predisposi¢io ao DMID. Os resultados destes estudos
mostram que o papel do CPH, denominado H-2 no camundongo, é dominante no
desenvolvimento do DMID. Esta linhagem caracteriza-se por apresentar peculiaridades em
moléculas de classe 1I do CPH, cujas denominagSes, assim como de suas regides

gendmicas codificadoras, sdo I-A e I-E. O camundonge NOD apresenta um haplotipo do
CPH que lhe é particular, H-287; K9, [-An0d, L.E-, DY (HATTORI et al., 1986) e, como
ocorre em outras linhagens, ndo expressa moléculas I-E, devido a uma mutagdo do

promotor do gene Ea, que codifica a cadeia o da molécula. Um possivel efeito protetor de
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I-E ainda ndo esta esclarecido, sendo discutida sua atuagdo na eliminago de clones T

auto-reativos no timo (NISHIMOTO et al., 1987; LUND et al., 1990).

Como observado em motéculas HLA DQ, no homem, o camundongo NOD

caracteriza-se pela substituigio do aminoacido Asp em posi¢do 57 da cadeia 3 da molécula

I-A, segundo descrigdo de ACHA-ORBEA & MCDEVITT (1987). A molécula I-ARnod
estd associada 2 suscetibilidade ao desenvolvimento de insulite, como confirmado em

camundongos NOD, expressando moléculas I-A transgénicas, com os residuos Aspd7 e

His36 (ACHA-ORBEA & MCDEVITT, 1987, MIYASAKI et al., 1990). Estes animais

apresentam uma insulite menor e ndo manifestam o DMID clinico.

A base da suscetibilidade poligénica ao DMID tem sido confirmada em estudos
com o camundongo NOD. Além da associagio com o CPH, dez loci de predisposi¢io a
doenga, localizados fora da regidio do CPH, foram ja descritos (GHOSH et al,, 1993). A
predisposi¢do a periinsulite, insulite ¢ DMID clinico parace depender da interagdo de um
numero crescente de genes, respectivamente, como representado na Figura 2. No
cromossomo 1, dois genes sdo candidatos: bel-2, cujo produto estd associado com a
regulagio da apoptose, e ILIR ("interleukin-1 receptor”). No cromossomo 3, sio
candidatos; IL2 ("interleukin-2") e o receptor de alta afinidade para IgG, Fey. Outros genes,

ainda ndo identificados, situam-se nos cromossomos: 4, 6,7, 9, 11 e 14.

O camundongo NOD apresenta outras manifestagbes auto-imunes, além do
DMID: predominantemente sialite (KIKUTANI & MAKINO, 1992), raramente tireoidite
(BERNARD, ERTUG, MARGOLESE, 1992), e, tardiamente na vida, anemia hemolitica
(BAXTER & MANDEL, 1991).
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Figura 2: Suscetibilidade poligénica ao diabetes auto-imune, no camundongo NOD.
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1.3.1.1. Modelo de Diabetes Acelerade por Ciclofosfamida (DMID-CI)

A Ciclofosfamida (CI) € um potente agente alquilante de DNA, que tem um
efeito citotdxico direto preferencial sobre células que se dividem rapidamente (TURK &
PARKER, 1982). Em clinica humana, a CI € utilizada como uma droga imunossupressora,
particularmente nas doengas auto-imunes mediadas por auto-anticorpos. Antecedendo a
caracterizagio do modelo de DMID-CI, estdo os conhecimentos dos efeitos antagbnicos da
ciclofosfamida sobre o sistema imunolégico (supresséio x estimulagédo), em fung#o da dose
e do protocolo de administragdo da droga. A CI aumenta as reagBes de hipersensibilidade
retardada quando administrada na dose de 150mg/kg, em camundongos, oito dias antes da
inoculagio de antigeno (MITSUOKA, BABA, MORIKAWA, 1976). Estas reagbes sao
temporariamente inibidas se a mesma dose de CI for injetada apos o antigeno ou, abolidas,
se os animais forem timectomizados (MITSUOKA et al., 1979). Estas observagdes levaram
os autores a concluirem que, a CI agiria provavelmente através da eliminagdo, associada a
lenta recuperagiio, de células reguladoras (fungdo de supressdo) da resposta de

hipersensibilidade retardada.

Estes estudos foram, entdo, estendidos as doencas auto-imunes experimentais,
induzidas por antigenos. Assim, a CI favorece o desenvolvimento de encefalite alérgica
experimental (LANDO, TEITELBAUM, ARNON, 1980) e do DMID por baixas doses de
estreptozotocina (KIESEL et al., 1981), em camundongos geneticamente resistentes
indugio destas patologias. Explorando estes resultados numa doenga auto-imune
espontinea experimental, HARADA & MAKINO (1984) descrevem o modelo de DMID
acelerado por ciclofosfamida (DMID-CI) no camundongo NOD, utilizado, atualmente, por
vérios autores para estudar os mecanismos de imunopatogénese e imuno-intervengao da
doenga. No modelo de DMID-CI original, duas inje¢des de 200mg/kg de CI, num intervalo
de catorze dias, em animais entre oito ¢ dez semanas de vida, induzem o DMID na maioria

dos machos e aceleram o aparecimento nas fémeas, em duas a trés semanas.
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Um grupo de pesquisadores avstralianos, dirigido por MANDEL (CHARLTON
& MANDEL, 1988; CHARLTON, BACELJ, MANDEL, 1988, CHARLTON et al., 1989),
aprofundou o estudo do modelo DMID-CI, descrevendo que o efeite diabetogénico da CI
decorre de sua agdo sobre o sistema imunolégico e ndo de uma agdo citotoxica direta, ndo
especifica, sobre as células B pancreaticas. Os autores observaram a sensibilidade exclusiva
do camundongo NOD as agbes da CI, estudando a linhagem NOD/Wehi, de baixa
incidéncia de DMID espontineo, em analise conjunta de doze diferentes linhagens de

camundongos.

Os mesmos autores sugerem que, a fistopatologia do DMID-CI do camundongo
NOD ¢ similar a da doen¢a espontinea. A CI atuaria sobre o sistema imunologico,
acelerando o processo auto-imune natural da linhagem. Os estudos foram baseados no
efeito da deplegdo, in vivo, de subpopulagdes T sobre a evolugio da insulite, € em modelos
de isotransplantes de pancreas ou de transferéncia do DMID entre NOD/Wehi adultos.
Observou-se, entdo, que a destruigio das células 3 pancreaticas, no modelo DMID-CI, é
dependente de células T CD4+ e CD8+, como ocorre no DMID esponténec da linhagem
NOD. Os autores supdem que, a administragio de CI induziria a delegfo sistémica de
células T, supressoras e executoras, especificas do DMID. As células T executoras,
possivelmente CD4+, seriam, contudo, reconstituidas mais rapidamente, promovendo a
evolugdo da insulite pancreatica e o aparecimento do DMID clinico. Os mecanismos

moleculares da agio diabetogénica da CI néo estdo, porém, elucidados.

1.3.2. Rato BB ("' Bio Breeding")

O modelo de diabetes auto-imune do rato BB foi caracterizado no Canada, por
NAKHOODA et al. (1977). O rato BB, denominado DP (BB-DP: "diabetes prone"),
desenvolve um DMID clinico, caracterizado por sindrome hiperglicémica, entre o segundo
e 0 quarto més de vida, tanto em machos como em fémeas. A freqiiéncia de aparecimento

do DMID varia de 40 a 70% entre as diferentes coldnias estabelecidas no mundo, que sédo
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em torno de trinta, reconhecidas pelo nome do respectivo laboratorio, como BB/E
("Edinburg"), BB/Phi ("Philadelphie”) BB/Wor ("Worcester”), etc.. O rato BB,
denominado DR (BB-DR: "diabetes resistant"), deriva do rato BB-DP, mas foi selecionado
pelo fenétipo de auséncia de DMID, cuja prevaléncia ¢, nesta linhagem, entre 1 e 3%

(LIKE, GUBERSKI, BUTLER, 1986).

O DMID clinico ¢ precedido por um periodo de pré-diabetes, caracterizado por
insulite progressiva e auto-anticorpos antiilhota. A insulite ¢ composta principalmente por
células T CD4+ e CD8+, incluindo macrofagos e céiulas B (SEEMAYER et al., 1982). Um
fato, porém, diferencia, este modelo, do camundonge NOD e do homem. Trata-se do
achado de células NK (NK: "natural killer") como componentes da insulite, tendo-lhes sido
atribuido um papel importante nos mecanismos de destruigdo das células B, no rato BB-DP.
No camundongo NOD e também no homem, sdo as células T as implicadas de maneira
praticamente exclusiva, direta ou indiretamente, respectivamente, como causadoras da

lesdo pancreatica.

O DMID niéo constitui, porém, a inica manifesta¢io de auto-imunidade do rato
BB, que apresenta, em contraste com o camundongo NOD, uma freqiiéncia elevada de
tireoidite e diversos auto-anticorpos, como: antitireogiobulina, antimucosa gastrica,

antimiisculo liso (YALE & MARLISS, 1982).

Do ponto de vista da imunidade celular, observa-se uma linfopenia T intensa,
desde o periodo neonatal (JACKSON et al,, 1981). Animais com oito semanas de vida
possuem, em bago ¢ génglios, um déficit de 40 a 50% do nimero de células T,
principalmente CD4+ e, sobretudo, da subpopulagéo definida, no rato, pelo fenétipo RT6+
(ELDER & MACLAREN, 1983; GREINER et al., 1986). Esta deficiéncia imunolGgica se
manifesta, no plano funcional, por uma diminuigfo, in vitro, da resposta proliferativa
linfocitaria a mitogenos e aloantigenos e, in vivo, por uma aceitagdo significativamente
mais prolongada de aloenxertos de pele. Uma conseqiiéncia desta imunossupressdo ¢ a
grande suscetibilidade do rato BB-DP a infec¢bes bacterianas, virais ou flngicas,

salientando-se o risco particular de infecgdes por mycoplasma preumoniae.
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O modelo do rato BB tem sido relevante para a compreensdo da fungio
reguladora, exercida in vivo, pelos linfocitos T RT6+ RT6 € marcador fenotipico de
células T associadas com a regulagio negativa de diversas respostas imunolégicas no rato,
assim como do DMID desenvolvido pelo rato BB-DP (ROSSINI et ai., 1986).

Os antigenos RT6 foram inicialmente definidos no rato, com alo-anti-soros,
tendo sido caracterizados, posteriormente, anticorpos monoclonais (AcMos) especificos
(MEGY et al,, 1983). THIELE et al. (1986) ¢ KOCH et al. (1990) identificaram, por
analise bioquimica, duas proteinas de membrana, denominadas RT6.1 e RT6.2, que sio
produtos de dois alelos diferentes: RT62 ¢ RT6P, respectivamente. Da mesma maneira,
certos antigenos da superficie linfocitaria, como Thy-1 (ROBINSON, 1991), RT6.1 e
RT6.2 s#o proteinas ancoradas a superficie celular por intermédio de uma ligacdo covalente
com um grupamento glicosil-fosfatidil-inositol, sendo denominadas, entio, moléculas
"GPI-linked" (GPI: "glycosil phosphatidylinositol"), segundo a terminologia anglo-

saxOnica.

O antigeno RT6 expressa-se unicamente na membrana dos linfécitos T, nio
tendo sido evidencido sobre outras células, hematopoiéticas ou epiteliais (MOJCIK et al.,
1988). Estudos sobre a ontogénese de sua expressdo, em ratos, igualmente demonstraram
que RT6 é um marcador exclusivo de células T periféricas maduras, representando 60 a
80% dos linfocitos T CD8+ e 50% dos linfocitos T CD4+ (THIELE, KOCH, KASHAM,
1987, MOJCIK et al., 1988). Os timécitos ndio exprimem RT6 em sua superficie, nem

possuem RNA especifico.

A combinagdio dos marcadores RT6 e Thyl permite, entfio, a distingdo
fenotipica entre células T periféricas maduras (RT6+Thyl-} e células T recentemente
exportadas do timo (RT6-Thyl+). LUBAROFF, RASMUSSEN, HUNT (1989) sugerem
que uma variagdo na expressdo de RT6 estaria associada a um estado de ativagdo da célula
T. Assim, a estimulagdo, in vifro, de linfocitos T de rato com mitdégenos ou aloantigenos foi

associada com uma perda de expressio de RT6. Os autores demostraram que este
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fendmeno ¢é reversivel, sendo a re-expressdo do RTé acompanhada do retorno ao estado de

repouso celular.

Em 1990, KOCH, HAAG, THIELE identificaram o DNAc que codifica o
antigeno equivalente ao RT6 do rato, no camundongo, denominado Rt-6. Os autores
observaram uma homologia de 80% em seqiiéncia nucleotidica entre as duas espécies. O
estudo de polimorfismos de fragmentos de restrigio - RFLP (RFLP: "restriction fragment
length polymorphism"), efetuado em DNA gendmico, revela que, em contraste com o rato,
existe um importante polimorfismo do gene Rt-6 no camundongo, para o qual cinco alelos

ja foram descritos (PROCHAZKA et al., 1991).

A linfopenia do rato BB-DP ¢ caracterizada por uma perda de células T RT6+,
causada por um defeito pés-timico maturacional da linhagem T e ndo por defeito de

expressdo do gene RT6 (CRISA etal., 1993).

1.4. AS CELULAS T NO DIABETES AUTO-IMUNE
1.4.1. Diabetes auto-imune humano

Apesar da origem auto-imune do DMID ser dependente de células T, tal
evidéncia no homem &, até agora, indireta. Os dados referentes a reatividade espontinea, in
vitro, de células mononucleares de sangue periférico, em pacientes com DMID e pré-
diabéticos, sdo raros e de dificil compara¢8io. Os mesmos diferem, tanto na preparagio
antigénica utilizada, quanto na metodologia adotada para definir respostas proliferativas
como positivas. Assim, foram observadas reatividades de células T a quatro antigenos
soluveis, em pré-diabéticos e em pacientes com DMID recente: 1) insulina humana, 2)
GAD-65 e GAD-67, 3) ICA512 e 4) glucagon (KELLER, 1990; HARRISON et al., 1992,
ATKINSON et al, 1992; HONEYMAN, CRAM, HARRISON, 1993; DURINOVIC-
BELLO, HUMMEL, ZIEGLER, 1996). QOutras observa¢des demonstraram reatividade

celular T, de pacientes pré-diabéticos e diabéticos recentes, a antigenos tissulares: ilhotas




humanas e pré-ilhotas fetais porcinas (HARRISON et al, 1991, 1992), preparacGes
membranarias de células RIN (linhagem celular SAHT2) e de péncreas humano
(DURINOVIC-BELLO, HUMMEL, ZIEGLER, 1996). Também foi relatada a reatividade
de linhagens de células T, de sangue periférico, a uma proteina de 38 kDa proveniente do

grinulo secretorio de insulina, em pacientes com DMID recente (ROEP et al., 1991).

Varios fatores devem ser considerados para explicar a auséncia de marcadores
T bem definidos no DMID. Em primeiro lugar, estdo as dificuldades inerentes ao estudo da
imunidade celular T na populagio humana, que envolve a participagio de um sistema
genético polimérfico reguiando a resposta imunoldgica. A busca de peptidios auto-reativos
associa-se, entio, as complexas intera¢des entre o repertorio de TCR e o polimorfismo do
CPH. A esclerose muitipla representa a Unica doenga auto-imune humana com marcadores
celulares T esclarecidos. KOTZIN et al. (1991) descreveu uma mator freqiiéncia, assim
como um receptor VB restrito de células T, reativas & proteina basica da mielina, em

enfermos, comparado a uma populagio controle.

Em segundo lugar, estd a auséncia de caracterizagdo do auto-antigeno primario
da célula B pancreatica no DMID humano. Finalmente, a composigdo heterogénea do
sangue periférico, utilizada nos ensaios de proliferagdo, ndo necessariamente reflete
eventos patoldgicos ocorrendo no 6rgéo alvo da agressdo imunologica, como ¢ pancreas,
no caso do DMID. Cita-se a doenga de Graves, na qual foi descrita uma predominéncia de
células T auto-reativas em linfocitos tireoidianos, ndo detectadas em sangue periférico
(DAYAN et al., 1991). A inacessibilidade aos linfocitos infiltrantes do péncreas, limita,

pois, 0s estudos no homem.

Assim sendo, a grande base imunopatogénica das células T no DMID decorre
da extensa documentagio realizada nos modelos espontineos da doenga. Dados
experimentais do camundongo NOD e do rato BB-DP comprovam que, o desenvolvimento
do DMID decorre da interagio entre células T reguladoras, que suprimem a doenga, ¢

células T executoras, denominadas diabetogénicas.
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1.4.2. Camundongo NOD
1.4.2.1. Células T diabetogénicas

A existéncia de células T executoras, causadoras da auto-imunidade anticélula B
pancredtica, no DMID desenvolvido pelo camundongo NOD, foi revelada por uma série de

observagdes, descritas a seguir:

1) Preponderincia de células T CD4+ e CD8+ na constitui¢do da insulite (O'REILLY et al,
1991).

2) Prevengdo do DMID através de timectomia neonatal (OGAWA et al., 1985).
3) Auséncia de DMID em camundongos NOD/nude (atimicos) (HIDEKI et al., 1992).

4) Transferéncia do DMID, através de céiulas T, de animais NOD diabéticos a receptores
NOD niio diabéticos. Uma série de modelos de transferéncia de DMID foi desenvolvida.
Sua importincia ndo reside apenas na determinagio das células T como origindrias da
auto-imunidade, mas também na contribui¢io das diferentes subpopulagSes linfocitarias

na patogénese da doenga.

A - Transferéncia ao adulto: WICKER, MILLER, MULLEN (1986)

descreveram originalmente a transferéncia do DMID, por meio de esplendcitos de NOD
diabéticos a receptores NOD adultos (seis semanas de vida). Esta transferéncia necessita
uma prévia irradiagio subletal dos receptores € requer ambas subpopulagdes T CD4+ e

CD8+ (MILLER et al., 1988).

B - Transferéncia ac neonato: BENDELAC et al. (1987) caracterizou um
modelo de transferéncia do DMID em receptores NOD recém-nascidos, que ndo necessitam
irradiagio. Os autores demonstraram, neste modelo, o requerimento exclusivo e obrigatério
de células T CD4+ ¢ CD8+ e a nio relevancia de células B nos mecanismos executores do

DMID.
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C - Transferéncia a NOD geneticamente imunodeficientes: Camundongos
NOD/nude (MATSUMOTO et al, 1993) e NOD/scid ("severe combined
immunodeficiency"”) (CHRISTIANSON, SHULTZ, LEITER, 1993) foram obtidos por

modificagio do "background" genético NOD por retrocruzamentos repetidos. A utilizago

destes animais, como receptores, permitiu descartar um possivel recrutamento de células T
nos animais transferidos e melhor precisar o papel das subpopulagbes T na indugdo do
DMID. Foi demonstrado, entiio, que sdo as células T CD4+ as primariamente responsaveis
pelo inicio da insulite, o que ndo ocorre em transferéncia isolada de células T CD8+.
Ambas subpopulagdes T, CD4+ e CD8+, sdo, porém, necessarias & destruigdo final das
células B pancreaticas e ao desenvolvimento do DMID clinico, nestes modelos de

transferéncia.

D - Transferéncia com clones T reativos contra ilhota: Clones T CD4+

especificos contra ilhota, provenientes de NOD recentemente diabéticos, foram gerados por
algumas equipes e induziram, apos transferéncia isolada, hiperglicemia, em NOD pre-
diabéticos (HASKINS & McDUFFIE, 1990) ou insulite, em NOD geneticamente
resistentes aoc DMID (REICH et al., 1989).

A produgio de clones T intra-insulares permitiu o estudo do TCR dos mesmos,
a fim de detectar-se uma possivel restrigio das regides Vo (V: "variable"), VB, ou J
(J: "junctional”). Nio foi possivel, at¢ 0 momento, observar um TCR particular entre os
linfocitos T infiltrantes de pancreas de camundongos NOD, que se apresenta, porém,

diversificado (NAKANO et al., 1991).

5) Prevengédo do DMID com tratamentos imunossupressores, que atuam preferencialmente

no nivel da célula T (BACH, 1994a).
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1.4.2.2. Células reguladoras

Varios sdo os dados experimentais que contribuiram para indicar que,
existem células T com funglo de regulagio negativa da auto-imunidade antiilhota, no

camundongo NOD:

1) Aceleragio do DMID através de timectomia, realizada com trés semanas de vida
(DARDENNE et al, 1989). Esta observagdo sugere que células T supressoras,
timodependentes, regulam o desenvolvimento do DMID. Os autores propdem que sua

eliminagfo, por timectomia, acelera o aparecimento da doenga, porque:

a) As células T executoras, com efeito diabetogénico direto diferenciar-se-iam

precocemente no timo, antes da terceira semana de vida do animal.

b) As células T supressoras diferenciar-se-iam mais tardiamente, ou teriam vida

média curta, necessitando renovagio a curto prazo.

2) Aceleragiio do DMID pela administragio de ciclofosfamida (cf. 1.3.1.1). Apesar de nio
completamente elucidado, o mecanismo de agfio da droga esta relacionado com a

eliminacdo de células T supressoras ¢ associado com a presenga da insulite.

3) O DMID ¢ transferivel entre camundongos NOD somente quando o receptor estd

imunodeficiente, ou seja, neonatos ou adultos irradiados subletalmente (cf 1.4.2.1).

4) Inibigio da transferéncia do DMID, no adulto, pela reconstitui¢do dos receptores
irradiados com esplenécitos T CD4+, provenientes de NOD jovens, ndo diabéticos,
descrita por BOITARD et al. (1989). Estas células T, com fung&o supressora, ndo seriam

mais detectadas nas fémeas timectomizadas na terceira semana de vida.

5) Isolamento de um clone T CD8+ intra-insular de NOD, capaz de prevenir, in vivo, tanto
o DMID induzido pela CI, como a transferéncia da doenga ao adulto (PANKEWYCZ,
STROM, RUBIN-KELLEY, 1991). Foi descrito que este clone liberaria um fator
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supressor soiivel, com propriedade de inibir, in vifro, a proliferagio de linhagens T

dependentes de I[L2 e IL4 (DIAZ-GALLQ, 1992).

6) Prevengdo do DMID com a administragdo de adjuvante de Freund completo (QIN et al.,
1993) e superantigenos de Stafilococos (KAWAMURA et al., 1993). Em ambos casos, a
protegdio a doenga é transferivel a animais NOD, com células T CD4+ de animais
tratados. Discute-se que, os mecanismos deste tipo de protecdo envolveriam uma agio
seletiva sobre certas subpopulagdes linfocitarias T CD4+, desviando entdo a resposta
imunitaria de Thl (Th: "T helper") & Th2. Células Th2, produtoras de IL4 e IL10,

exacerbariam a resposta humoral, em detrimento da resposta celtular.

1.4.3. Rato BB
1.4.3.1. Células diabetogénicas

Como para o modelo do camundongo NOD, varios sio os argumentos

experimentais sobre o papel de células T executoras da auto-imunidade anticélula B, no

DMID desenvolvido pelo rato BB:

1) Presenga de células T CD4+ e CD8+ na composiggo do infiltrado insular (SEEMAYER
etal., 1982).

2) Experiéncias de transferéncia:

A - Transferéncia do DMID, através de esplenocitos de ratos BB-DP diabéticos, pré-
ativados, in vitro, com Concanavalina A, a ratos jovens BB-DP ndo diabéticos,

descrita inicialmente por KOEVARY et al. (1983).

B - Transferéncia do DMID, através de esplendcitos de ratos BB-DP diabéticos, a
ratos histocompativeis, previamente imunossuprimidos (KOEVARY et al,

1985).
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C - Transferéncia do DMID, através de esplenicitos de ratos BB-DR, induzidos
diabéticos por tratamento com anticorpos monoclonais depletantes anti-RT6, a
ratos BB-DP jovens ou receptores histocompativeis atimicos (GREINER et al.,
1987).

Confirmou-se que, a transferéncia do diabetes do rato BB ¢ dependente do

efeito diabetogénico presente na subpopulagio T CD4+ (METRO-DAYER et al., 1990).

3) Prevengdo do DMID com tratamentos imunossupressores, que afetam células T (BACH,
1994a).

1.4.3.2. Células reguladoras

O modelo do rato BB contribuiu, efetivamente, para o estudo de células T com
potencial de suprimir ou de limitar o desenvolvimento da auto-imunidade anticélula B no
DMID. O papel regulador das células T, apresentando o marcador RT6, foi demonstrado

através das seguintes experiéncias:

1) Células T expressando o fenotipo RT6+ estdo ausentes no rato BB-DP (genotipo
denominado RT6MD). Encontram-se, porém, presentes em quantidade normal,

compativel com outras linhagens de ratos, no rato BB-DR (gendtipo RT62), que ndo
desenvolve o DMID (GREINER et al., 1986).

2) A deplegiio acentuada de células T RT6+ no rato BB-DR, obtida apds a injecdo, in vivo,
de anticorpos monoclonais especificos, induz 0 DMID entre trés a quatro semanas, em
50% dos animais (GREINER et al., 1987). Além disso, os animais assim diabéticos,

transferem a doenca, através de esplendcitos, como descrito no item 1.4.3.1.
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3) Manipulagbes como: timectomia neonatal, irradiago corporal, tratamento com
Ciciofosfamida, induzem o DMID no rato BB-DR, acarretando um desaparecimento
seletivo, a longo prazo, da subpopulagio T RT6+ (KOEVARY et al., 1985; LIKE et al,,
1982; HANDLER et al., 1989).

4) A transferéncia, ao rato BB-DP, de células T RT6+ histocompativeis, previne o DMID
(ROSSINI et al., 1986). Esta prevencéo esta associada com a persisténcia, a longo prazo,

no animal receptor, das células RT6+ transferidas.

Recentemente, FOWELL & MASON (1993), utilizando um modelo particular
de diabetes induzido no rato, estudaram o perfil de citocinas produzidas pelas células
RT6+. Neste modelo, um tratamento associando timectomia no adulto com irradiaghes

corporais, em intervalos definidos, desencadeia em ratos portadores do haplotipo CPH:

RT1H, um DMID precedido de insulite. Como no modelo espontineo do rato BB, os
autores identificaram células T aB+CD4+RT6+Thyl- com fungdo de regulagio negativa
sobre o desenvolvimento da doenga, estando depletadas nos animais tratados. Esta
subpopulagdo T foi associada com a produgdo de um perfil de citocinas correspondente ao

das células de tipo Th2, secretoras de IL4 e IL10.

1.5. IMUNO-INTERVENCAO DO DIABETES AUTO-IMUNE

Os conhecimentos sobre a patogénese do diabetes auto-imune e a conducdo de
programas, visando sua detec¢io precoce, levaram 4 elaboragio de estratégas de
intervencdio em seu curso natural. Os ensaios terapéuticos propostos podem ser
considerados, porém, inespecificos, visto que o auto-antigeno primario da doenga ¢ ainda
desconhecido. Contudo, a introdugio de tratamentos capazes de induzir tolerancia, como é
o caso dos anticorpos monocionais (AcMos) anticélulas T, adquire relevincia na atualidade
(COBBOLD, QIN, WALDMANN, 1990). Serdc destacados os principais mecanismos de
agdo dos AcMos, basicos a compreensdo de sua aplicabilidade no modelo de diabetes

auto-imune, focalizado neste trabatho.
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1.5.1. Anticorpos monoclonais ¢ imuno-intervencao

O desenvolvimento de AcMos, que reconhecem estruturas funcionalmente
relevantes das células T, constitui um avango tecnologico apreciavel, tanto para
diagnéstico, quanto para terapéutica em Imunologia Clinica (CHATENOUD, 1989).
Historicamente, ¢ por razdes técnicas, OS AcMos sido, sobretudo, de origem murina
(KOHLER & MILSTEIN, 1975, GALFRE, MILSTEIN, WRIGHT, 1979). As limitagdes
de seu uso em clinica humana vém sendo, porém, contornadas pelo aperfeicoamento de

AcMos humanizados (RIECHMANN et al., 1988).

Os mecanismos de agdo dos AcMos anticélulas T, representados na Figura 3,
dependem dos seguintes fatores: a) do isotipo da imunoglobulina em questdo ¢ b} da
interacio do AcMo com mecanismos executores, in vivo, como a opsonizagdo por

macrofagos, via receptor Fe (QIN et al, 1987).

A fixagdio do AcMo sobre seu alvo no sistema imunitario pode, entdio, acarretar

trés conseqiiéncias principais:

1 - Deplegfio celular: através da interagao do AcMo com: macréfagos (opsonizagio),
células NK (ADCC: "antibody-dependent cell mediated cytotoxicity") e estimulagio de

proteinas do sistema de complemento.

2 - Modulagdio antigénica: através da internalizagfo celular dos complexos

antigeno/anticorpo ("capping").

3 - Recobrimento do antigeno alvo: através da permanéncia do AcMo fixado ao

alvo, tornando-o inacessivel a seus ligandos naturais.
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DEPLECAO MODULACAO RECOBRIMENTO DO
CELULAR ANTIGENICA ANTIGENO ALVO

Figura 3; Mecanismos de aciio dos anticorpos monoclonais anticélulas T.
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Tanto modulagio como recobrimento associam-se a um bloqueio funcional
celular, dependendo da relevédncia da estrutura reconhecida pelo AcMo. Tal estrutura, se
participante nos circuitos de transdugéo de sinais intracelulares de ativagio, teria, entdo, sua

agdo impedida ou modificada.

A produgiio de AcMos, dirigidos contra diversos antigenos de células T,
permitiu sua exploragdo clinica, principalmente no dominio da imunossupressdo
(BACH, FRACCHIA, CHATENOUD, 1993). No homem, o AcMo antiCD3 ¢ o mais
extensivamente utilizado, sobretudo, na prevengdo de rejeigiio a alotransplantes. Outras
especificidades de AcMos estdo sendo também estudadas, incluindo: antiCD4, antiCD25
(CD25: receptor de IL2), antiLFA-1 (LFA: "leucocyte functional antigen”).

1.5.2. Imuno-intervencio do diabetes auto-imune humano

As estratégias imunoterapéuticas do diabetes auto-imune humano tém sido
direcionadas a duas categorias de individuos (BACH, 1994a): 1) diabéticos com DMID
recentemente diagnosticado, objetivando a preservagio da fungiio das células B residuais, e
2) pré-diabéticos, particularmente os detectados em estudos de familiares de primeiro grau
de diabéticos tipo I. O diagndstico de pré-diabetes esta baseado nos marcadores

imunogenéticos e metabdlicos da doenga, visando a prevengdo da mesma.

A partir de 1980, terapias de imuno-intervengdo tém sido aplicadas a diabéticos
tipo I, recentemente diagnosticados, em ensaios controlados. Os agentes utilizados nestas
terapias podem ser divididos, segundo seu mecanismo de acdo, em duas grandes categorias:

imunossupressores e imunomoduladores (revisdo de SKYLER & MARKS, 1993).
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1.5.2.1. Imunossupressores

Os primeiros estudos basearam-se na utilizagio de. imunossupressores, como
glicocorticoides (ELLIOT et al, 1981), em associagic com soro antilinfocitario
(EISENBARTH et al., 1985) ou com azatioprina (SILVERSTEIN et al, 1988). Os

resultados destes tratamentos, de modo geral, n#o foram satisfatorios.

Dados significativos foram obtidos, porém, com a utilizagdo de Ciclosporina A.
Trata-se de um potente imunossupressor, que age seletivamente sobre a ativagio das células
T, inibindo a secregiio de IL.2 (SCHREIBER & CRABTREE, 1992). Dois grandes estudos,
realizados em pacientes aduitos com DMID, e conduzidos na Franga, Canada e
Escandinavia, apresentaram resultados de eficacia similares (FEUTREN et al,, 1986; THE
CANADIAN-EUROPEAN DIABETES STUDY GROUP, 1988). Contudo, as remissdes
(totais; 24%; parciais: 70%) obtidas com Ciclosporina, de forma continua, mostraram ser
transitérias. Além disso, os riscos de nefrotoxicidade e hipertensdo, dose dependentes,

implicaram num seguimento continuo dos individuos tratados.

Os ensaios com Ciclosporina foram, porém, de importancia fundamental, pois
permitiram duas grandes concluses: 1) é possivel frear a destruigdo imune das células B
pancreaticas no DMID, 2) é necessario intervir antes que a reserva de células B seja

fortemente reduzida.

Outros tratamentos estdo sendo conduzidos, atualmente, em nivel multicéntrico
(Europa, Canad4, E.U.A). Estudos pilotos randSmicos, em pacientes com DMID recente,
sugeriram um efeito benéfico da Nicotinamida, quando administrada em doses altas e de
forma continua (VAGUE et al., 1988, MENDOLA, CASAMITGANA, GOMIS, 1989). A
Nicotinamida, uma vitamina derivada do acido nicotinico, atuaria, restaurando o conteudo
de NAD (nicotinamida-dinucledtido) da célula B lesada, preservando sua fungdo. Por outro
lado, favoreceria a eliminagdo de radicais livres, danosos a célula B, liberados por

macréfagos do infiltrado insular.
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1.5.2.2. Imunomoduladores

Novas terapias, visando atingir mais seletivamente as células T, por seu papel
na destruigdo das células B, no diabetes auto-imune, estdo sendo avaliadas. Estd em curso
um estudo randémico, na Europa ¢ nos Estados Unidos, com IL2 conjugada com toxina
diftérica (DAB4g6-IL2), em pacientes com DMID recente. Esta estratégia esta baseada na
presenga de cétulas T CD4+ IL2R+ no infiltrado insular, alvos da agdo citotoxica do
conjugado com toxina (BOTTAZZO et al., 1985). Os resultados preliminares de
BOITARD et al. (1992), em pacientes com DMID recente, tratados com DAB;g6-1L2,

demonstraram sucesso na preservagio da insulino-secregdo residual.

KELLER, JACKSON, EISENBARTH (1992) apresentaram resultados
preliminares de insulinoterapia intensiva em pré-diabéticos (familiares de primeiro grau de
diabéticos tipo I). Os autores demonstraram methor preservago de fungdo da célula B, com
prevengiio do diabetes clinico nos pacientes tratados. O interesse, neste tipo de tratamento,
seria o de otimizar efeitos imunomoduladores da insulina, que ocorreriam em dois niveis.
Por um lado, estaria sua agdo no sistema imunoldgico, modulando a ativagio das células T
(HELDERMAN, PIETRI, RASKIN, 1983). Por outro lado, haveria um possivel efeito na
célula B. Existe a hipotese de que a insulinoterapia intensiva, antes do desenvolvimento do
DMID clinico, diminuiria a expressdo de auto-antigenos, alvos do ataque imunoloégico,

através do repouso funcional da célula B (AAEN et al., 1990).

1.5.3. Imunoc-intervencio em modelos experimentais espontineos de diabetes

auto-imune

A prevengio total ¢ definitiva do diabetes auto-imune, atraveés de terapias
variadas, foi obtida, com sucesso, nos modelos experimentais espontdneos. o rato BBeo

camundongo NOD (revisdes de: SKYLER & MARKS, 1993; BACH, 199%4a; BOWMAN,
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LEITER, ATKINSON, 1994). Estas terapias  incluem: imunossupressores,
imunomoduladores, agentes antiinflamatérios, manipulagbes dos sistemas imunologico e
endécrino, e alteragdes dietéticas. Além disto, todas as estratégias terapéuticas ensaiadas no

homem, tiveram seu éxito previamente comprovado nestes modelos animais.

Ressalta-se, porém, que a maioria dos protocolos terapéuticos aplicados aos
animais, iniciaram-se no periodo de pré-diabetes, antes mesmo da insulite, com duragdo €
doses de dificil transposigdo ao homem. Possivelmente a precocidade das intervenges
induza protegdo inespecifica 2o diabetes, o que explicaria a eficiéncia deste amplo espectro

de tratamentos (BOWMAN, LEITER, ATKINSON, 1994).

Raros estudos, realizados no camundongo NOD, visaram o tratamento do
DMID, em fase avangada de insulite ou de diabetes clinico estabelecido. Todos utilizaram
agentes dirigidos as células T: AcMo antiCD4 (SHIZURU et al., 1988), AcMo antiTCR
(SEMPE et al, 1991), soro antilinfocitario (MAKI et al, 1992), AcMo antiCD3
(CHATENOUD et al., 1994). Estas pesquisas, revisadas no decorrer deste trabalho,

focalizam a questio, de interesse fundamental neste estudo:

E possivel intervir no curso do diabetes auto-imune, quando j4 esta avangado o

processo imunopatologico no pancreas?
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1. Caracterizagdo morfologica da insulite em Modelos de Diabetes Auto-imune induzidos
pela Ciclofosfamida (DMID-CI) em linhagem de camundongo NOD de alta freqiiéncia
de DMID espontineo.

II. Definir, nos modelos DMID-CI, um intervalo de tempo (janela terapéutica)
caracterizado por estabelecimento majoritirio de insulite invasivo-destrutiva, para

aplicaclio de imunoterapia.

[Il. Testar a eficiéncia de um protocolo de imuno-intervengdo, utilizando anticorpos
monoclonais antiCD4 e antiCD8, no DMID-CI do camundonge NOD, com a
finalidade de bloquear a evolugdo da insulite ¢ as manifestacBes clinicas de

hiperglicemia.
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3.1. ANIMAIS

Os camundongos NOD utilizados neste estudo, provenientes da colénia do
laboratério INSERM U-25, Hospital Necker, Paris, Franga, foram criados em condigdes
isentas de organismos patogénicos especificos (I1.0.P.S.). Naquela colonia, a incidéncia do
diabetes espontineo é de 55% nos camundongos fémeas e inferior a 5% nos machos, na 25*
semana de vida. Em todas as experiéncias, a glicostria dos camundongos foi monitorizada
trés vezes por semana, através de teste colorimétrico (Glukotest, Boehringer-Mannheim,
Mannheim, RFA). Os animais glicostricos e todos os que chegaram ao final de cada
procedimento experimental tiveram avaliagdo colorimétrica de glicemia (Haemoglucotest e
Reflolux F: Boehringer-Mannheim). O diabetes foi diagnosticado pela persisténcia de um

valor de glicemia > 300 mg/dl, em duas analises consecutivas.

Os camundongos nu/nu Swiss (Iffa-Credo, I'Arbresles, Franga) foram utilizados
para a produgdio de ascites dos seguintes hibridomas: YTS-191.1.2, YTS-177.9.6,
YTS-169.4.2 ¢ YTS-105.18.10.

3.2. DIABETES ACELERADQ PELA CICLOFOSFAMIDA (DMID-CI)

A Ciclofosfamida (CI) (Endoxan-Asta: Sarget, Mérignac, Franga) foi injetada
pela via intraperitoneal (i.p.), na dose de 200mg/kg/inje¢do, em camundongos NOD
machos e fémeas ndio diabéticos, de oito semanas de idade. Dois protocolos de
administragio de Cl, representados nos esquemas abaixo, foram utilizados: a) uma unica
inje¢dio (n=18 animais/experiéncia) e b) duas injegdes, num intervalo de catorze dias, como
descrito previamente (HARADA & MAKINO, 1984) (n=18 animais/experiéncia). O
acompanhamento dos animais foi realizado da seguinte maneira: trés animais de cada
protocolo foram sacrificados antes da inje¢do de CI (dia 0) e nas semanas 1, 2, 3, ¢ 4, apos
a primeira inje¢do da droga. Q sacrificio foi feito por decapitagdo, ap0s prévia anestesia
com éter. Foram analisados nestes animais: o fen6tipo das subpopulagdes linfocitarias de

bago, e a insulite, através de histologia e imuno-histoquimica dos pancreas.
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PROTOCOLOS DE INJECAQ DA CICLOFOSFAMIDA

a) Modelo I: 1 injegdo de CI

Cl
semanas
] | i | ] -
0 1 2 3 4
* * * # *
b) Modelo II: 2 injegdes de CI
Cl CI
4 ‘ semanas
| | | | r | .
0 1 2 3 4 5 6
* * * * * *

* . trés animais foram sacrificados para estados de: subpopulagdes linfocitarias (bago) ¢ insulite
(histologia/imuno-histoquimica de pancreas).

3.3. ANTICORPOS MONOCLONAIS UTILIZADOS IN VIVO

Os hibridomas produtores dos anticorpos monoclonais (AcMos) utilizados para
o tratamento dos camundongos NOD foram fornecidos por H. WALDMANN (Diviséo de
Imunologia, Hospital Addenbrookes, Cambridge, RU). Os anticorpos foram produzidos no
laboratério INSERM U-25, sob a forma de ascites, obtidas em camundongos nu/nu
(pré-tratados com uma injegdo 1.p. de 0,5 ml de pristane), apos uma injegdo i.p. de cada

hibridoma (2 a 5 x 10° células/inje¢do). As imunoglobulinas foram purificadas pelo método
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de precipitagdo com sulfato de amdnio a 45% de saturagio V/V (V: volume), a 4°C,
seguida de cromatografia de troca iénica em coluna de DEAE ("diethylaminoethyil"). Apos
24 horas de dialise em tampdo fosfato (PBS) 0,1 M, pH 7,4, a 4°C, os anticorpos foram

separados em aliquotas ¢ conservados a -20°C.

A dose ideal de cada AcMo a ser injetada nos animais NOD, foi definida em
fungdo do efeito biologico obtido, in vivo, 36 horas apos a administragio de doses
crescentes do AcMo. A dose escolhida para cada AcMo foi a minima, que permitiu a
obtengdo do efeito biologico desejado, avaliado em baco, comparado ao animal controle. A
Figura 4 ilustra este teste biologico, demonstrando os resuitados observados com ¢ AcMo
Y191, cujo efeito biologico desejado é a deplegdo de células CD4+. Y191 foi injetado i.p.,
simultaneamente, em diferentes animais NOD, nas doses: 125 ug, 250 ug e 500 pg. A
analise de esplendcitos, por imunofluorescéncia indireta, revelou, entdo, que a dose minima

de Y191 para alcangar deplegdo total de esplendcitos T CD4+, foi a de 250 pug.

Os AcMos utilizados nos protocolos terapéuticos, ¢ citados abaixo, foram
desenvolvidos por COBBOLD et al. (1984) e induzem, como efeito, deplecdo da

subpopulago celular alvo, em tecidos linfoides periféricos.

Wibridoma  ~ Especificidade ‘Agdo Biologica - Dase/lnjegio. Dose Total
| ' ' - -_'.--.;_.-‘i(f!._lmll_l_‘il.dt.lngﬂ.)' : e S

AntiCD4 —

YTS-191.1.2 CD4: epitopo a deplegio 250 ug 1,25 mg

(IgG2b de rato)

AntiCDS8

YTS-169.4.2 CDS8: epitopo Lyt2 a deplegdo 100 png 0,50 mg

(IgG2b de rato)
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Figura 4. Teste biologice para pesquisa da dose ideal, irn vivo, do AcMo antiCD4
depletante Y191. Y191 foi administrado 1.p. a camundongos NOD, nas doses.
125 ng, 250 pg e 500 pg/animal. As imagens representam histogramas de
citometria de fluxo da marca¢do simples, por imunofluorescéncia, de
esplendeitos T CD4+ (GK1.5-FITC), 36 horas apos tratamento com Y191, A
porcentagem de células T CD4+ marcadas/total de linfocitos s@ao: no animal
controle (a): 28%; nos animais tratados com Y191: 8,5%, 0% e 0% para as

doses de 125 pg (b), 250 ug (c) e 500 pg (d), respectivamente.
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Foi utilizado como AcMo controle YTS-105.18.10, IgG2a de rato antiCDD8
(epitopo Lyt2 c), na dose de 100 pg/injegdo, cujo efeito biologico descrito (QIN et al,
1989) € o de ndo deplegdo. A administragdio deste AcMo foi 1rrelevante para o

desenvolvimento do DMID-CI, como sera descrito em RESULTADOS.

O protocolo de administragdo dos AcMos, representado no esquema abaixo,
consistiu de injegdes i.p., nos seguintes dias: 10, 11, 12, 16 € 21, apos a primeira injegdo de
CI. Os AcMos foram aplicados exclusivamente no Modelo If de DMID-CI (duas injegGes
de CI). O acompanhamento dos animais foi efetuado de maneira similar ao anteriormente

descrito para os modetos de DMID-CI (cf 3.2).

Como o objetivo deste estudo foi 0 emprego destes AcMos, a titulo curativo do
diabetes auto-imune, optou-se por iniciar o tratamento dez dias apds a primeira
administragio de CI. Este intervalo de tempo foi escothido pela presenga de insulite de grau
intenso (analise histologica dos pancreas dos animais tratados com CI), e de DMID clinico

em 11% das fémeas e 3% dos machos, como sera discutido em RESULTADOS.

PROTOCOLO DE INJECAOQ DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS

CI CI

¢ l

semanas
| | | ] ] | |
0 1 2 3 4 5 6
* * * % * *

Ac AcAc Ac Ac
Ac=dias:10,11,12, 16 e 20

*= rés animais foram sacrificados para estudos de: subpopulagdes linfocitarias (bage) e insulite

(histologia/imuno-histoquimica de pancreas).
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3.4. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

O fendtipo das subpopulagdes linfocitarias, provenientes do bago dos
camundongos NOD estudados, foi analisado por imunofluorescéncia, utilizando-se um
citdmetro de fluxo (FACScan: Beckton-Dickinson, Montain View, EUA), equipado com

argbnio-laser de 488 nm.

Os linfécitos esplénicos foram isolados, apos homogeneizagio mecanica dos

bagos em meio Hanks (sem Ca™ e Mg™) com 5% SBF (Soro Bovino Fetal), e filtragdo
em membrana de "nylon" estéril, sobre gelo. Apos centrifugar 10 minutos {(min) a 800
g/min, a 4°C, o precipitado foi ressuspendido em 0,5 ml de meio e novamente
centrifugado. O precipitado foi, entdio, submetido & hemolise, adicionando-se 1 mi de
Tampio ACK (NH4Cl 0,155 M; KHCO3 0,01 M; EDTA 0,0001 M), durante 1 a 2 min,
sobre gelo. Completando-se com meio, a solugdo foi centrifugada 10 min a 800 g/min, a
+4°C, O precipitado foi ressuspendido em meio e analisaram-se numeragio e viabilidade

celulares por meio de azul Trypan. Apods contagem, as células foram adaptadas a

concentragdo de 10 x 10%/ml.

A marcacio das células em suspensio foi realizada em placa de 96 pogos
(Greiner, fundo redondo), sobre gelo. Apoés depositar 100 ul da suspenséo celular/pogo, a
placa foi centrifugada 1 min a 800 g, a 4°C. Descartado o sobrenadante, as células foram
lavadas em meio e a centrifugacdo repetida. Os precipitados foram, entdo, incubados com
os diferentes anticorpos (Acs), durante 30 min. Utilizaram-se 20 pl de Ac para as
marcagdes simples e 10 pl para as duplas. As células foram lavadas em meio Hanks com
5% de Solugdo de Azida a 4% (PBS) e centrifugadas (duas vezes). Os Acs biotinilados
foram detectados com PE ("phycoerythrin")-streptavidina (Caltag, San Francisco, EUA),
procedendo-se a uma segunda incubagdio de 30 min. Os precipitados, apés a 1ltima
lavagem, foram ressuspendidos em 300 pl de Solugio Fixadora (PBS 10X, com 2,5% de
formaldeido) ¢ as marcagdes foram analisadas em FACScan. Os linfocitos foram
discriminados de outras células, usando-se janelas, baseadas em suas caracteristicas de

dispersdo luminosa: FSC ("forward scatter") e SSC ("side scatter").
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Citam-se, abaixo, os anticorpos utilizados para as marcagdes das subpopulagdes

linfocitarias:
- Hibridoma
1) 145-2C11-FITC CD3 (cadeia €)
IgG de hamster camundongo

(fornecido por J. BLUESTONE)

2) H57 597-Biotinilado TCR (fragmento constante da cadeia B)
IgG de hamster camundongo
3) GK-1.5-FITC Cbh4
1gG2b de rato camundongo
(Becton Dickinson, Montain View, EUA)
4) Lyt.2-PE CD8
IgG2b de rato camundongo

(Caltag, San Francisco, EUA)

5) Anti-soro (GAM) IgG (cadeias leve e pesada)
1gG de cabra-FITC camundongo
(Biosys, Compiégne, Franga)

6) MARK-1-FITC Ig (cadeia leve k)
IgG de camundongo rato

(Caltag, San Francisco, EUA)

O Ac nfo comercial, 145-2C11, foi purificado e conjugado a FITC

("fluorescein isothiocyanate"), no laboratorio INSERM U-25,

3.5. HISTOLOGIA

Os pancreas dos animais sacrificados, no decorrer deste estudo, foram
depositados em capsulas de congelagio (Cryomold Biopsy: Miles Lab Teck Division),

recobertos com um meio de conservagdo (Tissue-teck II, O.C.T.: Miles Lab Teck Division)
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conservados a -80°C. Cortes seriados de pancreas, de 5 pm de espessura, foram realizados
em criostato (Reichert, RFA) 4 -20°C e recuperados em laminas. Apbs secagem em
temperatura ambiente durante 2 a 18 horas, os cortes foram fixados por 10 min em banho
de acetona, e as ldminas conservadas a -80°C. O estudo histologico dos pancreas foi
efetuado sobre os cortes, apds coloragio por Hematoxilina-Eosina Safrdo (H.E.S), que
consistiu em: Hematoxilina de Harris 0,6% (Reactifs Ral S.A.) para a coloragéo do nucleo,
Eosina aquosa 1% (Reactifs Ral $.A ) para a coloragio do citoplasma, Safrfio alcoolico 2%
(Prolabo) para a coloragio das proteinas do tecido conjuntivo, como colageno e
fibronectina. Apos a coloragiio, os cortes foram desidratados e, as laminas, montadas num
meio de inclusdo rapida para microscopia optica (Entellan, Merck), foram conservadas a

temperatura ambiente.

O estudo histologico consistiu na avaliagio do infilirado de células
mononucleares das ilhotas de Langerhans do pancreas. A qualificagio do infiltrado foi

realizada segundo uma série de cinco graus, GO a (G4, descritos abaixo:
GO : Ilhotas normais = auséncia de infiltrado

G1 : Periinsulite = mais de 25% da circunferéncia da ilhota contornada pelas

células mononucleares

G2 - Insulite invasiva=  <80% da ilhota invadida por células mononucleares

G3 : Insulite invasiva= >80% da ilhota invadida por células mononucleares

G4 - Insulite destrutiva = invasdo da ilhota, acompanhada de alteragdes profundas de sua

arquitetura.

As ilhotas foram contadas e classificadas por grau, em duplo cego, em irés
planos de cortes diferentes/6rgdo. Os resultados foram representados como a média do
ntmero de ilhotas de cada graw/total de ilhotas contadas por animal, observadas em trés

camundongos, aleatoriamente, para cada grupo experimental,
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3.6. IMUNO-HISTOQUIMICA

Esta técnica foi realizada nos cortes de pancreas congelados, com a finalidade
de quantificar as células T (CD3t) e de diferenciar as duas subpopulagdes T: CD4+ e

CD8+, presentes nos infiltrados das ilhotas.

Foi empregada uma técnica de imunoperoxidase indireta, em trés camadas. O
anticorpo secundario foi acoplado a biotina, permitindo 2 fixagdo de varias moléculas de
estraptavidina-peroxidase, a fim de se amplificar o sinal. Aproximadamente 80 ul de cada
AcMo: antiCD3, antiCD4 ou antiCD8, foram adicionados a cada corte e incubados durante
45 min, em temperatura ambiente, em cdmara umida, protegida contra a luminosidade. Em
seguida, as laminas foram lavadas trés vezes, durante 5 min, em tampao TBS
("Tris Buffered Saline") e uma vez em tampdo TBS com 1% BSA ("Bovine Seric
Albumin"). Em seguida, 80 pl de anticorpo secundario, biotinilado, especifico, foi
adicionado e incubado durante 30 min, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente.
Finalmente, 80 pl de estreptavidina-peroxidase (diluigio: 1/20; concentracio final: 20
ug/ml) foram adicionados e os cortes incubados durante 30 min, sempre nas mesmas
condi¢des. Depois da lavagem em TBS, a peroxidase foi revelada com uma solugio de
AEC (3-Amino 9-Ethylcarbazole: Sigma, St.Louis, EUA), preparada em tampao acetato e
agua oxigenada, desenvolvendo-se a reagio em 7 min. Apos a lavagem, os cortes foram
contracorados durante 15 segundos, utilizando-se uma solugdo de hematoxilina diluida ao
meio. As laminas foram, entfio, lavadas com agua, secadas ao ar durante 2 horas e
montadas em um meio aquoso {Aquamont: Gurr). Os cortes de pancreas, assim preparados,

foram conservados em cdmara escura, a 4°C.

Os anticorpos primarios, utilizados para a marcagio especifica das moléculas
CD3, CD4 e CD8, assim como 0s anticorpos secundarios, empregados em imuno-

histoquimica estdo descritos a seguir.
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Tibridoma- Tspecificidade _ Diluigio _Concentragao

 Final (ag/m)

Anticorpes primarios

1) 145-2C11 . CD3 172 50,0
hamster camundongo
CD4 1/100 1,9
2)GK.1.5
biotinilado, rato camundongo
CDg8 1/500 70,6
3) YTS-169.4.2
rato camundongo

Anticorpos secundiries

1) MARK-1 Ig: cadeia leve k 1/20 50,0
biotinilado, camundongo rato
(Caltag, San Francisco, EUA)

2) GAH Ig: cadeias L+P 1/20 200,0
biotinilado, cabra (Caltag) hamster

A imunorreatividade 2 insulina, das células B pancreaticas, foi avaliada, em
imuno-histoquimica, através de soro, de porco da india, antiinsulina porcina (DAKO,

Carpinteria, EUA), revelado diretamente com estreptavidina peroxidase.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

A freqiiéncia acumulada do DMID clinico foi comparada entre grupos

através do teste X2.

Os graus de estadiamento da insulite foram avaliados por teste paramétrico,

utilizando-se andlise da varidncia.
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4.1. CARACTERISTICAS DO DIABETES ACELERADO PELA
CICLOFOSFAMIDA (DMID-CI)

4.1.1, Perfil e evolugiio do DMID-CI clinico

A administraciio de ciclofosfamida (CI), na dose de 200 mg/kg/dose/animal, via
i.p., foi realizada em camundongos NOD machos ¢ fémeas de oito semanas de vida,
periodo de inicio de insulite, ndo associado com anomalias metabgélicas, como

hiperglicemia e glicosiria.

Os resultados da frequéncia do DMID clinico, no Modelo I: uma injego de CI,
estio representados na Figura 5. Observou-se que, 44% das fémeas (8/18) ¢ 39% dos
machos (7/18) desenvolveram DMID, trés semanas apos a injegdo de CI Estas cifras
permaneceram estaveis até o final do acompanhamento dos animais, periodo em que se
encontravam com doze semanas de vida. O aparecimento do DMID clinico mostrou-se
relevante, porém, desde a segunda semana apés a administrago da droga, quando foi
diagnosticado em 39% das fémeas (7/18) ¢ 33% dos machos (6/18), ambos com dez

semanas de vida.

A fregiiéncia do DMID clinico foi, contudo, significativamente aumentada pela
injecdo de uma segunda dose de CI, catorze dias apos a primeira (Modelo II), tanto em
machos (p< 0,001), quanto em fémeas (p< 0,003) (Figura 6). Observou-se 83% das fémeas
(30/36) e 77% dos machos (77/100), diabéticos, ao término do estudo, quatro semanas apds
a ultima injegio de CI, quando apresentavam idade de catorze semanas. O importante
aumento do numero de animais diabéticos ocorreu duas semanas apds a segunda injeggo de

CIL. Neste momento, 81% das fémeas (29/36) e 66% dos machos (66/100) desenvolveram

DMID.
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Figura 5: Freqiiéncia do DMID clinico, em camundongos NOD, no Modelo I: uma

injecio de ciclofosfamida (CI). Animais NOD, de 8 semanas de idade,
receberam uma injegdo de ciclofosfamida (CI) (200 mg/kg, 1.p.). Os dados
expressam a freqiéncia do DMID apés a administragéo de CI, em machos ( B) ¢
fémeas ( W). Entre parénteses, esta indicado o numero de animais diabéticos

sobre o total de animais de cada grupo experimental.
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Figura 6: Freqiiéncia do DMID clinico, em camundongos NOD, no Modelo II: duas
injegBes de ciclofosfamida (CI). Animais NOD, de oito semanas de idade,
receberam duas injegdes de ciclofosfamida (CI) (200 mg/kg, i.p.), no intervalo
de catorze dias. Os dados expressam a freqiéncia do DMID apds a
administracio de CI, em machos (@) e fémeas ( ™). Entre parénteses, estd
indicado o nimero de animais diabéticos sobre o total de animais dentro de

cada grupo experimental.
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A sobrevida dos animais, nos dois modelos, uma vez diagnosticado o diabetes,
foi de duas a quatro semanas, em ambos sexos. Ressalta-se que, a ciclofosfamida, um
agente alquilante de DNA, é citotoxica a diversas células do organismo. Observou-se
melena ¢ hematiria em alguns animais, provaveis efeitos colaterais da droga, dose-
dependentes. Isto, possivelmente associou-se a uma diminuigio da sobrevida dos animais
que niio desenvolveram diabetes, que foi de sete a oito semanas apos a primeira injegao de
CI Os animais niio diabéticos, que apresentaram morte sibita, foram eliminados dos

calculos estatisticos, por falta de estudo preciso da causa mortis.

4.1.2. Perfil e evoluciio do fenétipo dos linfécitos esplénicos

A) Modelo I uma injecéio de ciclofosfamida (CI)

A analise dos esplendcitos, populagio linfocitaria estudada, por
imunofluorescéncia em citometria de fluxo, revelou que uma inje¢do de CI provocou
deplegiio de linfocitos B (L.B), similar em NOD machos e fémeas de o0ito semanas de vida.
A Figura 7 (A) representa, em niimeros relativos, a evolugdo quantitativa semanal de L.B,
ao longo do estudo. Os linfécitos B, portadores de imunoglobulinas de superficie,
representaram, em valor relativo, 54 0% + 2,2% (x + SD; n = 4) dos esplendcitos de NOD
machos e fémeas, antes do inicio do experimento. Detectaram-se, na primeira semana apds
a administragdo de CI, 51% de deplegdo celular B, nivel maximo observado durante o
estudo (L.B = 26,5% + 2,6%; n = 4). Ocorreu reconstituigdo lenta e parcial dos linfocitos
B, até o final do periodo de acompanhamento dos animais (quatro semanas), persistindo-se

um nivel de deplegdo de 42% (L.B=31,5%+ 1,9%;n=4).

Os linfécitos T CD3+ TCR afi+ representaram, em valor relativo, 37,5% =+
1,9% (n = 4) dos esplendcitos de NOD machos e fémeas, antes do inicio do experimento.
Contrastando com a deplegdo celular B, observou-se, como representado na Figura 7 (B),
um aumento na propor¢io de L.T (51,3% + 16,0%; n = 4) logo na primeira semana apos a

administragdo de CI. Este aumento poderia significar uma reaggo de repopulagéo de L.T,
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depois de possivel deplegdo, ocorrida antes do sétimo dia apos a injegiio de CI. Se esta
hipotética deplegdo T ocorrer, seria um evento precoce € transitorio. Segundo a cinética de
anilise semanal adotada, detectou-se diminuigdo de L.T (27,3% = 5,6%) na segunda
semana apos CI, havendo reconstituigio rapida e completa do "pool" T CD3+ aB+

esplénico, nas duas semanas subsequentes.

B) Modelo [1; duas injegdes de ciclofosfamida (CI)

A administragéio de uma segunda injegdio de CI, catorze dias apos a primeira,
ndio modificou, de forma profunda, a evolugo do perfil fenotipico dos linfocitos esplénicos
B e T, descrito no Modelo I. Como representado na Figura 8 (A), a principal diferenga
consistiu no agravamento da deple¢do celular B, como conseqiiéncia da segunda dose de
CL. Uma semana apos esta Gltima dose de CI (semana 3 do protocolo experimental),
observamos um nivel médio de 69% de deplego de L.B (16,7% + 2,2%; n = 4). Ocorreu,
porém, reconstituigéo parcial do "pool" B esplénico, quatro semanas apos a segunda injegdo
de CI, em ambos os sexos. Neste momento, (semana 6 do protocolo experimental), a

deplegiio celular B foi, em média, de 29% (L.B =383%+ 4,5%; n=4).

Por outro lado, observou-se no Modelo II, como encontrado no Modelo I, um
aumento do namero relativo de LT, baseando-se na cinética de analise fenotipica semanal.
A Figura 8 (B) mostra um aumento médio de 25% (L.T = 50,3% £ 3,7%, n = 4) ao término
do estudo, em comparagdo aos valores obtidos antes da primeira dose de CI

(L.T=37,5% +1,9%; n=4).

Em razio do Modelo II ter sido utilizado como controle das experiéncias de
imuno-intervengdo com os AcMos, foi também avaliada a evolugdo semanal do fenétipo
das subpopulagdes T CD3+ esplénicas CD4+ e CD8+ (Figura 9). Os animais NOD machos
¢ fémeas, tratados com CI, ndo apresentaram modificagdo significativa dos valores
relativos de L.T CD4+ ou CD8+. Ocorreu um aumento proporcional destas subpopulagdes,

gue acompanhou o aumento do nimero relativo de células T, acima descrito, com excegao
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da diminuigo observada na segunda semana ap6s a primeira dose de CL A cinética da
relagio CD4:CDS, detalhada na Figura 9, nfio apresentou diferencas importantes durante o
periodo experimental. Observou-se, contudo, no momento da referida diminui¢do de L.T,
um aumento virtual desta relagio (CD4:CDS$ = 3,8, comparado ao vaior de 2,8 no dia 0 do
protocolo), decorrente de uma diminuigdo relativa de células T CD8+. Estiio representadas,
na Figura 10, imagens obtidas em citometria de fluxo da marcagéo por imunofuorescéncia,
para detecgiio de esplenocitos B (Ig+), T (CD3+), e das subpopulagdes T CD4+ e CD8+, no
Modelo II (dia 0, semanas 3 ¢ 6).

4.1.3. Perfil e evolucio da insulite: aspectos histologicos

Para fins de analise e representagfio grafica dos resultados, os graus de insulite,
descritos em MATERIAL E METODOS (cf 3.5), foram reagrupados. Este estadiamento
teve como base o estudo histologico da ilhota, de forma convencional (coloragdo com
hematoxilina/eosina), ¢ a presenga de células insulares contendo insulina, identificadas por

imuno-histoquimica (marcagdo das ilhotas com anticorpo antiinsulina).

Os diferentes graus da infiltragdo insular, representados na Figura 11, foram

classificados nos estadios consecutivos:

GO + Gl: ilhota normal ou com células linfomononucieares em periferia (periinsulite); a
imunomarcagic da ilhota com anticorpo antiinsulina foi compativel com o

achado de uma ilhota normal.

G2 + G3 ilhota com insulite invasiva, mas com arquitetura conservada; a presenca de
células insulares com imunomarcagdio positiva para insulina foi diminuida, em

comparagdo ao estadio anterior.

G4 ilhota com insulite invasiva maciga e decomposi¢io de sua arquitetura; ndo foram

observadas células insulares com imunomarcagio positiva para insulina.
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Figura 7. % de Linfacitos B (A) e T (B) esplénicos, de camundongos NOD, no Modelo E: uma injegio
de ciclofosfamida (CI). Analise cinética, semanal, em citometria de fluxo, do miimero relativo
médio de linfécitos B e T (x + SD). Bacos de 4 animais (2 fémeas e 2 machos) foram
analisados/semana. Linfécitos B (A); dia 0: 54,0% + 2,2%,; sem 1. 26,5% £ 2,6%; sem 2: 35,3%
£ 5,0%; sem 3: 35,0% £ 6,3%; sem 4: 31,5% + 1,9%. Linfécitos T (B): dia 0: 37,5% + 1,9%; sem
1- 5i,3% £ 16,0%; sem 2: 27,3% £ 5,6%; sem J: 30,3% + 19,5%; sem 4: 49,0% £ 5,0%.
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Figura 8: % de Linfécitos B(A)e T (B) esplénicos, de camundongos NOD, ne Modelo II: duas injecdes
de ciclofosfamida (CD. Analise cinética, semanal, em citometria de fluxo, do namero relativo
de linfocitos B (x = SD). Bagos de 4 animais (2 fémeas e 2 maches) foram analisados/semana.
Linfocitos B {A): dia 0: 54,0% = 2,2%; sem 1: 14,3% * 3.8%: sem 2: 36,5% = 4,1%; sem 3:
16,7% + 2,2%; sem 4: 28,7% = 5,0%; sem 6: 38.3% + 4,5%. Linfocitos T (B): dia 0: 37.5% +
1,9%: sem 1: 49,7% + 2,4%; sem 2: 31,5% £ 6,0%; sem 3: 45 5%+ 5,5%; sem 4: 49,0% = §,1%,;
sem 6: 50,3% + 3,7%.
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Figera 9 Subpepulagdes T CD4+ ¢ CD8+, em bago, de camundongos NOD, no Medclo T: duas
injegoes de ciclofosfamida (CY). Andlise cinética, semanal. em cilometria de {luxo, do nuimero
relativo de linfocitos T CD4+ e CD8+ (x £ SD). Bagos d¢ 4 animais (2 fémeas e 2 machos)
foram analisados/semana.

% T CD4+ % T CDE+ C4:CDE
Dia 0 Z63+£33 9.5+1,3 2.8
Semana | 30,7£29 10,3+ 1,7 3,0
Semana 2 245+5,1 6,5+ 0,6 3.8
Semana 3 31,3430 123+ 1,7 2.5
Semana 4 34,7+35,0 130+ 4.2 2.7
Semana & 353+40 1,0+ 1.1 3.2
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Figura 10: Marcacdo,

e

por imunofluorescéncia, dos esplendcitos de camundongos NOD, ne modelo II:
duas injegtes de ciclofosfamida (CI). Os paindis representam “"contour plots", obtidos em
citometria de fluxo (FACScan) da marcagio simples: linfocitos B (GAM-FITC) ¢ T {145 2Cl11-
FITC), e da marcacdo dupla: subpopulacdes T CD4+ (GK1.5-FITC) e CD8+ (Ly1.2-PE). Os
niimeros consistem da porcentagem de células marcadas/total de linfécitos, da andlise individual,
de camundongos NOD, nos periodos: dia 0 (NOD 1), semana 3 (NOD 2) e semzna 6 (NOD 3).
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Figura 11: Estadiamento da insulite em
camundongos NOD. Analise histologica de
ilhotas (a.c.e.g.i) e identificacio de insulina.
por analise imuno-histoquimica (b.d.f h).
Classificacdo: Grau 0= ab;; Grau l=¢, d ;
Grau2=c¢. f; Grau3 =g he Grau 4 =i
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O perfil da insulite, assim estadiada, foi similar em NOD machos ¢ fémeas que
receberam CL Por esta raziio, os resultados foram expressados como a média dos dados de
ambos sexos. Nio foram observadas diferengas significativas, na cinética de evolugio da
insulite, entre os dois protocolos experimentais com ciclofosfamida. Tanto no Modelo I
(Figura 12), quanto no Modelo II (Figura 13), as proporgdes de ilhotas apresentando os
graus GO + G1 e G2 + G3 caracterizaram-se por uma cinética inversa em fungio do tempo.
Existiu, pois, uma diminui¢do progressiva do nimero de ilhotas normais ou com
periinsulite ¢ um aumento progressivo do nimero de ilhotas com insulite invasiva,
promovendo um interessante aspecto em espelho das curvas representadas nas Figuras 12 ¢
13.

Observou-se, sobretudo, um momento preciso para tal variagio do perfil de
insulite. Este momento foi situado entre o sétimo ¢ o décimo quarto dias ap6s a primeira
injegiio de CI, precedendo a segunda dose de CI. Constatou-se, neste intervalo de tempo,
uma diminuigio significativa (p< 0,0001) do nimero relativo de ilhotas normais ou
periinfiltradas e, paralelamente, um aumento significativo (p< 0,0004) do nimero relativo

de ilhotas com insulite invasiva.

A progressdo da insulite para os estidios mais avangados foi acompanhada de
uma diminuigdo do namero de ilhotas contadas/pancreas. Apesar de ndo ter sido utilizada
metodologia para sua quantificagéio precisa, este niumero reduziu-se em 47% e 41%, quatro
semanas apds a primeira injegdo de CI, nos Modelos I ¢ Ii, respecivamente (Figuras 12 e
13). Em decorréncia desta variagio do mimero de ilhotas contadas, foi representada a

porcentagem de ilhotas infiltradas sobre a média do nimero total de ilhotas

contadas/animal/periodo do estudo.
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Figura 12: Perfil da insulite, em camundongos NOD, no Modelo I: umas injegfio de ciclofosfamida (CI).

Porcentagem de ilhotas com diferentes graus histologicos de insulite/total de ithotas contadas
por animal, em funcdio do tempo de estude, em grupos de 6 animais (3 machos ¢ 3
fémeas)/semana. As cifras correspondentes 3 porcenfagem de ilhotas (x + SEM)/grav/apimal, e
o mitmero absoluto médio de ilhotas contadas/animal sio:

Tempo Thotas Insulite invasiva  Insulite destrutiva Total de
(semanas) normais/periinsulite ilhotas/animal
0 858+62 13,658 0,6 0,6 49
1 49,3 £ 10,5 46,7+ 97 40+20 55
2 16,6 £16,0 554+ 18,1 28,0+£16,0 48
3 248+154 49,7+ 134 255140 47
4 13,8%11,5 62,7+16,2 23,5+15,7 26
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Figura 13: Perfil da insulite, em camundonges NOD, no Modelo IT: duas injecdes de ciclofosfamida
(CD. Porcentagem de ilhotas com diferentes graus histologicos de insulite/total de ilhotas
contadas por animal, em fung¢io do tempo de estudo, em grupos de 6 animais (3 machos e 3
fémeas)/ semana. As cifras correspondentes & porcentagem de ilhotas (x + SEM)/grau/animal, ¢
o nimero absolto médio de ilhotas contadas/animal sfio:

Tempo Iihotas Insulite invasiva  Insulite destrutiva  Totat de ilhotas/animal
(semanas) normais/periinsulite
0 358+06,2 136+58 0,606 49
1 66,9+13,6 3244132 0,7£0,7 43
2 28%1,8 88,129 91271 67
3 3220 78,7 £6,2 18,1£6,0 K]
4 12,9£97 56,5+ 15,2 30,6 %172 29
59
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O perfil de insulite, induzido pela ciclofosfamida (Modelos I e II), foi
comparado ao desenvolvido espontaneamente em camundongos NOD desta colonia. Na
Figura 14, estdo representados os perfis de evolugio da insulite esponténea, do ponto de
vista histolégico, em fémeas (A) ¢ machos (B), avaliados nas seguintes idades: 12, 16 ¢ 20

semanas de vida.

Observou-se que, o perfil de evolugio da insulite espontanea, desenvolvida pelas
fémeas NOD (Figura 14A), foi similar a0 induzido nos animais NOD pela CI (Modelos 1 e
II; figuras 12 e 13). Entretanto, este perfil foi deslocado no tempo, conforme a idade dos
animais, visto que a insulite espontinea progride mais lentamente. Assim, foi em torno da
16® semana de vida das fémeas NOD que ocorreu um aumento do numero de ilhotas em
estidios mais avangados de insulite (G2 + G3 e G4), em relagio ao de ilhotas
normais/periinsulite (GO + G1). O mesmo n&o ocorreu em NOD machos (Figura 14B), que
desenvolvem raramente o DMID clinico, de forma espontinea, nesta colonia. Estes animais
apresentaram periinsulite e baixa propor¢iio de ilhotas com insulite invasiva, de forma

estavel, de acordo com as idades estudadas, com nio progressdo ao estidio final de insulite

destrutiva.
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Figura 14; Perfil da insulite espontinea em NOD fémeas (A) e machos (B). Porcentagem de ilhotas com
diferentes grans histologicos de insulite/total de ithotas contadas por animal, em grupos de 3
animais/idade (12, 16 ¢ 20 semanas). As cifras correspondentes 4 porcentagem de ilhotas
(x + SEM)/gran/animal ¢ o namero absoluto médio de ilhotas contadas/animal s#o:

Idade (semanas) Tihetas Insulite invasiva Insulite destrutiva Total de
normais/periinsulite ithotas/animal

FEMEAS {A)

12 76,2+ 159 2384159 0 44

16 2914118 66,3+ 13,0 4,637 39

20 41,7+£296 50,0+253 8,3%43 34
MACHOS (B}

12 710+85 27377 0,7+0,7 40

16 69,4 12,9 30,0x13.2 0,6 +0,6 45

20 72,9+135 248124 2,341,2 16
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4.1.4, Fenotipo da insulite: aspectos imuno-histoquimicos

O fenétipo das células do infiltrado insular, induzido nos animais NOD pela CI,
caracterizado por imuno-histoquimica, foi similar ao descrito em insulite espontinea
(KIKUTANI & MAKINO, 1992). A Figura 15 representa uma ilhota com insulite invasiva
(G2) de animal do grupo DMID-CI, com predominio de células T CD3+, CD4+ e CD8+.

Foi, também, realizada uma andlise qualitativa do fenotipo das subpopulagdes T
CD4+ e CD8+, segundo o grau de infiltragdo insular, no Modelo DMID-CI. A Figura 16
representa os achados obtidos em pancreas de camundongos NOD machos ¢ fémeas do
Modelo I. Ressalta-se, sobretudo, que esta evolugdo fenotipica da insulite foi observada, de
forma similar, no Modelo II, independentemente do periodo em que os animais
encontravam-se nos protocolos experimentais. Observou-se, entdo, que a periinsulite
(Figura 16: NOD 1) e o inicio da insulite invasiva (NOD 2) caracterizaram-se¢ pelo
predominio de células T CD4+. A medida em que o infiltrado estendeu-se na ilhota
(NOD 3), notou-se, entdo, um aumento da proporgiio de células CD8+, que se tornou

equivalente ao de células CD4+.




Anilise histologica e imuno-histoquimica da insulite, induzida pela ciclofostamida, em
camundongos NOD. Analise histologica de ilhotas: (a) grau 0; (b) grau 1 (¢) grau 2; (d) grau

3, e analise imuno-histoquimica das células mononucleares infiltrantes de uma ilhota com grau
2 (e), com os Acs: () antiCD3: (g) antiCD4; (h) antiCD8.
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Figura 16: Subpopulagies T CD4+ e CD8+ em diferentes estadios da insulite induzida pela ciclofosfamida (Cl) em camundongos
NOD. Anilise imuno-histoquimica de ilhotas com os Acs: antiCD3 (a, d. g). antiCD4 (b, e, h) ¢ antiCDB (¢, [ 1 ), de diferentes animais
tratados com uma injegiio de C1. NOD 1: macho, insulite grau 1: NOD 2: (émea, insulite grau 2; NOD 3: fémea, insulite grau 3.
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42. PROTOCOLO DE TRATAMENTO DO DMID-CI COM ANTICORPOS
MONOCLONAIS ANTICD4 E ANTICDS

O modelo de DMID, induzido por duas injegSes de ciclofosfamida, no
camundongo NOD (Modelo II), foi utilizado para avaliar o efeito terapéutico de anticorpos
monoclonais (AcMos) depletantes das subpopulagdes de linfocitos T CD4+ ou CD8+. O
protocolo de imuno-intervengdo, descritc em MATERIAIS E METODOS (cf 3.3), foi
aplicado numa janela terapéutica contemplada para o tratamento curativo do DMID,

adotando-se exclusivamente a insulite como marcador da auto-imunidade. Assim sendo,
baseando-se nos resultados histologicos de evolugio da insulite no Modelo II
(RESULTADOS, ¢f 4.1.3), optou-se por iniciar o tratamento com 0s AcMos dez dias apés
a primeira injegio de CL. Tratou-se de um momento importante na imunopatogénese do
DMID-CI, no qual se observou uma infiltragio intensa das ilhotas por células
linfomononucleares (Figuras 12 e 13). Do ponto de vista clinico, em média, 11% da fémeas
e 3% dos machos desenvoiveram o DMID, neste periodo (Figuras 5 € 6).

4.2.1. Tratamento com o AcMo depletante antiCD4: Y191

A) Efeito sobre o DMID-CI clinico

A Figura 17 detalha os resuitados do tratamento com o AcMo depletante
antiCD4 Y191 no desenvolvimento do DMID-CI clinico, em NOD machos e fémeas. Os
dados obtidos separadamente, em machos e fémeas, foram similares e s3o representados de
forma conjunta. Animais NOD de oito semanas de idade, que receberam duas injegOes de
C1, foram tratados com o AcMo antiCD4 Y191 nos dias: 10, 11, 12, 16 e 20, apés a
primeira injegdo de CI. Cada animal recebeu 250 pg/ dose de Y191, cumulando uma dose
total de 1,25 mg/animal. Dois grupos controles foram analisados: um grupo de NOD
machos e fémeas, que recebeu exclusivamente CI (CT-CI), e outro tratado com o AcMo de

rato antiCD8 Y105, considerado como o AcMo controle irrelevante do experimento.
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Como se observa na Figura 17, o AcMo Y191 tratou de forma eficaz o
DMID-CI clinico do camundongo NOD. A freqgiiéncia de desenvolvimento do DMID foi
significativamente reduzida nos animais tratados com Y191: 30% (20/66) em comparagio
ao grupo CT-CI: 79% (107/136) (p< 0,001), ao final do experimento (semana 6). No grupo
de animais tratados com o AcMo controle Y105, ndo se constatou efeito protetor do

DMID-CI, ja que 69% (63/92) dos animais desenvolveram a doenga.

B) Efeito sobre o fenétipo dos linfécitos T esplénicos

A Figura 18 representa o efeito do tratamento com o AcMo antiCD4 Y191
sobre as subpopulagdes T CD4+ e CD8+ esplénicas. Como descrito em MATERIAIS e
METODOS (cf 3.3), 2 dose de cada AcMo, a ser administrada i vivo, foi determinada com
base no grau de deplegio de células alvo obtido. A andlise sequencial do fenotipo dos
linfocitos T esplénicos nos animais tratados com o AcMo Y191, cenfirmou a eficiéncia
biolégica desta imunoterapia. Para eliminar a variabilidade dependente do efeito do
tratamento depletante sobre a populagio T CD3+, em comparagio ao grupo controle
(CT-CI), a porcentagem de deplegio especifica, no caso, da subpopulagio CD4+, foi

calculada, através da relagio abaixo descrita, para cada tempo do protocolo estudado:

% de deplegio CD4 =% CD4+/CD3+ no grupo Y191
% CD4+/CD3+ no grupo CT-CI

O AcMo Y191 induziu uma deplegio média de 83% de células T CD4+
periféricas, em NOD machos ¢ fémeas, avaliada um dia apds a quinta ¢ Gltima injegdo
correspondente ao tratamento (semana 3 do protocolo). Apés o final do tratamento com
Y191, ocorreu uma reconstituigdo progressiva das células T CD4+, persistindo, porém,
uma deplegdo média de 21% das mesmas, ao término do estudo (trés semanas apos a ultima
injegio de Y191). A Figura 19 representa imagens obtidas em citometria de fluxo da
marcagdo, por imunofluorescéncia, dos esplenécitos T CD4+ ¢ CD8+, em camundongos
NOD, tratados com Y191. Niio se observou efeito de recobrimento linfocitario com Y191

(marcagio com antilg de rato), na analise semanal utilizada.
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Figura 17: Tratamento do DMID-CI, do camundongo NOD, com AcMo antiCD4

depletante Y191, Animais NOD machos e fémeas, de oito semanas de idade,
foram injetados com ciclofosfamida (CT) (200 mg/kg, i.p.), no intervalo de
catorze dias. 66 animais (34 fémeas e 32 machos) foram tratados com Y191
(A) (250 pg/dose, i.p.) (@) nos dias 10, 11, 12, 16 € 20. Grupos controles:
CT-CI (P): animais que receberam unicamente CI, AcMo controle Y105
( ©) (100 pg/dose). Uma diferenga estatisticamente significativa foi
observada entre o grupo tratado com Y191 e o grupo controle (CT-CI)
(p< 0,001).
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Rfcito do trattmento com o AcMo antiCD4 depletanté Y191 sobre o fenotipo das

Figura 18: :

subpopuiagdes T espénicas CDd+ ¢ CD8+.  Analise cindética, em citometria de fluxo, do

niimero relativo de linfocitos T CD3+, CD4+, CD8+ (x + SD). Bagos dc 4-6 animais (ininimo

de 2 fémeas e 2 machos), foram analisados/semana.

% CD3+ % CDd+ %o CD8+ Ch4/CD3 % depl.CD4+

Dia 0 375+ 19 26,3433 05+ 1,3 28 -
Semana 3 17888 2,1+£2.0 11,5+7,1 0,2 33,1
Semana 4 43,7+9,5 23,3+£32 20,757 1,1 25,1
Scmana 6 45,7+7,1 253+1,1 17,0+72 1,5 20.9
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Figura 19: Marcagio por imunofluorescéncia dos esplendcitos T de camundongos NOD, tratados com

o AcMo antiCD4 depletante Y191, Os painéis representam "contour plots”, obtidos em
citometria de fluxo (FACScan), da marcagio simples: linfécitos T CD3+ (145 2C11-FITC), Ig
de rato (MARK-1-FITC) e em marcagiio dupla: subpopulagdes T CD4+ (GK1.5-FITC) e CD8+
(YTS 169-PE). Os nlimeros consistem da porceniagem de células marcadasAotal de linfécitos

da analise individuat de camundongos NOD, nos periodos: dia 0 (NOD 1), semana 3 (NOD 2) ¢
semana 6 (NQOD 3).
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C) Efeito sobre a insulite: aspecto histologico

O efeito relevante do tratamento com o AcMo antiCD4 Y191 foi o de impedir o
aparecimento de insulite invasivo-destrutiva (G4), como representado na Figura 20, em
comparagiio 2o0s achados dos animais NOD tratados exclusivamente com ciclofosfamida
(CT-CI: Modelo II). Este efeito continuou sendo observado trés semanas apos o final do
tratamento com Y191 Logo apos as trés injecdes iniciais de Y191 (semana 2 do protocolo
experimental), constatou-se alteragdio da caracteristica imagem histologica, descrita na
Figura 13, periodo de progresséo de insulite de grau intenso, induzida pela primeira dose de

CI, e diminuigio da proporgdo de ilhotas normais.

Observou-se a manutenglio da proporgio de ilhotas normais/periinsulite
(GO + Gl) até o final do acompanhamento dos animais, existindo uma diferenga
significativa (p< 0,0014) entre 0s animais tratados com Y191 e o grupo CT-CI (69,6% +
8,8% x 12,9% % 9,7%, para x + SEM, respectivamente), 20 término do estudo.

A proporgéo de ilhotas apresentando insulite invasiva (G2 + G3) ndo aumentou
significativamente, como observado no Modelo II (entre as semanas 1 e 2, aps a primeira
dose de CI), mantendo-se inaiterada apds intervengdo com Y191. Assim, apesar de persistir
insulite invasiva, nos camundongos NOD, tratados pelo AcMo depletante antiCD4 Y191,

niio houve progressdo para o estadio final de destruigio das ilhotas de Langerhans.
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Figura 20: Perfil da insulite em camudonrgos NOD tratados com o AcMo antiCD4 depletante Y1921,
Animais NOD injetados com Ciclofosfamida (CT), foram tratados com Y191 ip. (o) nos dias
10, 11, 12, 16 € 20. Os dados representam a porceniagem média de Bhotas com diferentes graus
histol6gicos de insulite/total de ilhotas contadas/animal, em fungio do tempo de estudo, em
grupos de 6 animais (3 machos e 3 fémeas)/semana. As cifras correspondenies & porcentagemn
de ilhotas (x + SEM)/gran/animal, ¢ 0 ndmero absoluto meédio de ilhotas contadas/animal sdo:

Tempo Tihotas Insulite invasiva  Insulite destrutiva Total de
(semanas) rormais/periinsualite flhotas/animal
0 858+62 13,6458 0,6 £06 49
1 66,94 13,6 324+132 0,7£0,7 43
2 73,018 270+118 0 25
3 67,1+£11,8 32,9+118 0 30
6 69,6 & 8,8 30,090 0,4 +04 23
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D) Efeito sobre o fendtipo da insulite: imuno-histoquimica

A analise qualitativa, por imuno-histoquimica, das subpopulagdes linfocitarias
T CD4+ ¢ CD8+ presentes no infiltrado insular, confirmou o efeito biologico do AcMo
antiCD4 Y191 in sifu, no pincreas. QOcorreu nitida deplecdo de linfocitos T CD4+ nas
ilnotas de Langerhans, ainda que mais tardiamente do que 2 observada em periferia (bago).
A Figura 21 representa o aspecto imuno-histoquimico de pancreas de animais tratados com

Y191, em momentos diferentes da terapia.

Apbs a terceira injegio do AcMo (Figura 21, NOD 2), observou-se que néo
houve grande deplegdo imediata de células T CD4+ no infiltrado que afetava as ilhotas,
sendo representada uma ilhota com insulite invasiva inicial (G2). Apesar de sua aparente
redugio numérica, as células T CD4+ apresentavam proporgdes ainda superiores sobre as T
CD8+, nas ilhotas. Ressalta-se que, o infiitrado pancredtico que predominava neste

momento (semana 2 do protocolo experimental), era do tipo periinsulite (G1) (Figura 20).

Entretanto, ao término do estudo, trés semanas apos a nltima injegdo de Y191
(Figura 21, NOD 3), a analise imuno-histoquimica mostrou que © infiltrado, também
majoritariamente periinsulite, apresentava um niimero muito reduzido de células T CD4+,
sendo constituido, sobretudo, por células T CD8+. Neste momento, observava-se em
periferia a reconstituicdo da subpopulagio CD4+, constatando-se, no bago, uma relagio

CD4:CD8 de 1,5.

A marcacio das células do infiltrado insular diretamente com um Ac antilg de
rato sempre se revelou negativa (dados ndo representados), o que permitiu excluir a

presenca de células recobertas pelo AcMo Y191, nos pancreas dos animais estudados.
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Figura 21: Sabpopulagées T CD4+ ¢ CD8+ em ilhotas pancredticas de camundongos NOD tratados com o AcMo antiCD4
depletante Y191. Anilises histologica (a, d. g) e imuno-histoquimica das respectivas ilhotas. com os As: anui-CD4 (b. e, h) e anti-CDS8 (c.
[ 1). de diferentes animais. NOD 1: dia 10 apés a primeira dose de CI e antes do inicio do tratamento com Y191, msulite grau 3: NOD 2:
3 dias apds as 3 primeiras injegdes de Y191, insulite grau 2; NOD 3: 3 semanas apds o término do ratamento com Y1921, insulite grau 1.
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4.2.2. Tratamento com o AcMo depletante antiCD8: Y169
A) Efeito sobre 0 DMID-CI clinico

Similar ao observado com tratamento com Y191, o AcMo antiCD8 depletante
Y169, preveniu o desenvolvimento do DMID-CI clinico, em NOD machos ¢ fémeas. Os
resultados da Figura 22 demonstram o protocolo de administragdo de Y169, comparivel ao
descrito anteriormente para Y191. A unica diferenga consistiu de uma menor dose de
AcMo empregada, que foi de 100 pg/injegdo (dose total = 0,5 mg/animal) para Y169. A
frequéncia de DMID-CI clinico foi significativamente reduzida, nos animais tratados com
Y169: 19% (14/72) em comparagéo ac grupo CT-CI: 79% (107/136) (p<0,001), ao final do

experimento (semana 6).

B) Efeito sobre o fendtipo dos linfocitos T esplénicos

O estudo da cinética de evolugdo do fendtipo das subpopulagdes T CD4+ ¢
CD8+ esplénicas confirmou o efeito biologico esperado para o AcMo depietante antiCD8
Y169 in vivo (Figura 23). Assim, seguindo a mesma equagdo realizada para 0 AcMo Y191
(RESULTADQOS, cf 4.2.1 - B), observou-se que Y169 induziu uma depliecio média de
94% de células T CD8+ esplénicas em animais machos e fémeas, um dia apos a quinta e
Gitima injego correspondente ao tratamento (semana 3 do protocolo experimental). Apesar
de existir reconstituigio progressiva da subpopulagic T CD8+, apés o término da
administragiio de Y169, persistiu, em bago dos animais NOD tratados, uma deplegio média
de 47% das mesmas, ao término do estudo (trés semanas apés a ultima injegdo do AcMo).
A repopulagio das células T CD8+, apos deplegdo com Y169 foi, pois, mais lenta que a
observada com as células T CD4+, apés deplegio com Y191, no final do experimento
(53% x 79%, respectivamente). A Figura 24 representa imagens obtidas em citometria de
fluxo da marcagdo por imunofluorescéncia dos esplendcitos T CD4+ e CD3+, em
camundongos NOD, tratados com Y169. Nio foi observado recobrimento linfocitario com

Y169 (marca¢do com Ac antilg de rato) durante o periodo estudado.
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Figura 22: Tratamento do DMID-CI clinico de camundongo NOD com AcMo antiCD$8

depletante Y169. Animais NOD machos e fémeas, de 8 semanas de idade,
foram injetados com ciclofosfamida (CT) (200 mg/kg, i.p.), no intervalo de
catorze dias. 72 animais (36 fémeas e 36 machos) foram tratados com Y169
( ™ ) (100 pg/dose, i.p.) (o) nos dias 10, 11, 12, 16 e 20. Grupos controles:
CT-CI (9): animais que receberam unicamente CI; AcMo controle Y105 ( ©)
(100 pg/dose). Uma diferenca estatisticamente significativa foi observada entre
o grupo tratado com Y169 ¢ o grupo controle (p< 0,001).
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Figura 23: Efeito do tratamento cbm o AcMo .antiCD8 depletante Y169 sobre o fendtipe das
subpopulagies T esplnicas CD4+ e C_J[}8+. Analise cinética, em citometria de Tuxo, do
niinero relativo de linfocitos T CD3+, CD4+, CD&+ (x + SD). Bagos de 4-6 animais (mirimo
de 2 fémeas e 2 machos), foram analisados/semana.

% CD3+ % CD4+ % CD8+ CID4/CDS e depl. CD&
Dia ¢ 37519 26333 95:+£1.3 2.8 -
Semana 3 32.2+138 27278 0.5+04 0.4 938
Semana 4 57082 503+81 37+ 1.0 13.4 732
Semana 6 448+7.1 38.0+02 52408 7.3 47.0
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Figura 24: Marcagio por imunofluorescéncia dos esplenécitos T de camundoagos NOD, tratados com
o AcMo antiCD8 depletante Y169. Os painéis representam "comtour plots”, obtidos em
citometria de fluxe (FACScan), da marcagfo simples: linfécitos T CD3+ (145 2C11-FITC), Ig
de rato (MARK-1-FITC) ¢ em marcacgdo dupla: subpopulagies T CD4+ (GK1.5-FITC) ¢ CD8+
(YTS 169-PE). Os numeros consistem da porcentagem de células marcadas/total de linfGcitos
da analise individual de camundongos NOD, nos periodos: dia 0, semana 3 e semana 6.
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C) Efeito sobre a insulite: aspecto histologico

A terapia com Y169, contrastando com o que ocorreu com Y191, ndo
modificou substancialmente o perfil de insulite, induzido por CI, nos animais NOD
tratados, como representado na Figura 25. Observou-se a mesma imagem, denominada em
espelho, conseqiiente ao aumento de insulite de grau avangado e redugdo de ilhotas
normais, descrito para 0 Modelo II (Figura 13), entre a primeira e segunda semanas apos a
primeira dose de CI. A unica diferenga consistin no deslocamento destas alteragGes

histolégicas, no tempo, postergadas em uma semana, nos animais tratados com Y169.

Assim, logo ap6s o inicio do tratamento com Y169 (entre as semanas 1 € 2 do
protocolo experimental), houve uma marcada preservagio de ilhotas normais ou com
periinsulite e bloqueio da progressdo para o8 estadios de intensa infiltragdo insular. Este
efeito desapareceu durante o final do protocolo terapéutico, visto que, ocofreu, entre a
segunda e terceira semanas do estudo, uma redugéo significativa da proporgdo de ilhotas
normais/periinsulite (p< 0,02) e, paralelamente, um aumento significante da proporgao de
ilhotas com insulite invasiva (p< 0,001). A proporgdo de ilhotas com insulite destrutiva

evoluiu, de forma progressiva, até o térming do acompanhamento dos animais.

D) Efeito sobre o fenoétipo da insulite: imuno-histoquimica
A anilise qualitativa imuno-histoquimica de subpopulagdes T CD4+ e CD8+,

em ilhotas de Langerhans de pancreas de animais NOD machos e fémeas, tratados com
Y169 demonstrou, in situ, o efeito biologico deste AcMo. Observou-se importante
deplecio de células T CD8+. Mas, similar aos achados com Y191, este efeito ocorreu, mais
tardiamente, no pancreas, que em periferia (baco). A Figura 26 representa as subpopulagdes
T CD4+ e CD8+, encontradas nas ilhotas de animais tratados com Y169, em momentos
diferentes da terapia. Apos a terceira iﬁjegio de Y169, observou-se uma moderada deplecio
de células T CD8+ no nivel da insulite, sendo representada na Figura 26 (NOD 3) uma
iihota com insulite invasiva (G3). Este estadio foi caracterizado, em nossos experimentos
sobre o grupo CT-CI (andlise imuno-histoquimica qualitativa), por proporgdes similares de
células T CD4+ e CD8+.
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Figura 25: Perfil da insulite em camundongos NOD tratados com o AcMo antiCD8 depletante Y169,

Animais NOD injetados com Ciclofosfamida (CI), foram tratados com Y169 i.p. (&) nos dias
10, 11, 12, 16 e 20. Os dados representam a porcentagem média de ilhotas com diferentes graus
histologicos de insulite/total de ilhotas contadas/animal, em fungio do tempo de estudo, em
s de 6 animais (3 machos ¢ 3 fémeas)/semana. As cifras correspondentes 4 porcentagem

de ilhotas (x + SEM)/graw/animal, ¢ o nimero absoluto médio de ilhotas contadas/animal sdo:

Tempo Thotas Insulite invasiva  Insulite destrutiva Total de
(semanas) normais/periinsulite ilhotas/animal
0 858+62 136+58 0,6 £0,6 49
1 66,9 £ 13,6 324+13,2 0,7£0,7 43
2 958 +2,8 4228 0 27
3 22,6 £ 13,1 67,2+12,1 42419 39
6 412+£11,7 47,6+ 9,0 11,2 4,1 26
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Contudo, a0 término do estudo, trés semanas apos a tltima injegdo de Y169, os
linfocitos que infiltravam as ilhotas (sobretudo insulite invasivo/déstrutiva) consistiam em
uma proporgio muito reduzida de células T CD8+ (Figura 26, NOD 3), sendo
predominantemente células T CD4+ Neste momento (semana 6 do protocolo
experimental), observava-se, em periferia (bago), reconstitui@o parcial de células T CD8+

(CD4:CDS8 = 7,3).

Nio se constataram linfocitos recobertos por Y169 (marcagdo com Ac antilg de
rato) no nivel da insulite (dados n&o representados), de forma similar ao observado no

tratamento com Y191.

4.2.3. Aspectos gerais do tratamento com o AcMo controle ANTICDS Y105.

O AcMo antiCD8 Y105, descrito como ndo depletante in vivo (QIN et al,
1989), apresentou, porém, em nossos experimentos, um duplo efeito biologico (E igura 27).
Utilizado na dose de 100 ugfinjecio (dose total = 0,5 mg/animal), observou-se em
periferia, por imunofiuorescéncia, logo ap6s o témino do protocolo terapéutico (semana
3), o efeito de ndo depleglo esperado: um recobrimento das células T CD8+, detectado com
Ac antilg de rato. Entretanto, na semana 4 do estudo, encontrou-se uma deplecdo média de
células T CD8+ de 60%, que persistiu em nivel médio de 46%, ao final do periodo
experimental (semana 6). A agdo de Y105, no desenvolvimento do DMID-CI clinico, foi
irrelevante (Eigura 17), visto que 66% (63/92) dos animais estavam diabéticos ao término
do estudo, valor similar ao encontrado no grupo que recebeu CI exclusivamente

(79%: 107/136).
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Histologia CD4 CDS8

Figura 26: Subpopulagbes T CD4+ ¢ CD8+ em ilhotas de camundongos NOD tratados com o AcMo antiCD8 depletante Y169, Analises histologica (a, d, g) e ununo-
histoquimica das respectivas ithotas com os Acs: antiCD4 (b, ¢, h) ¢ antiCDE (g, £ 1), de diferentes animais. NOD 1: dia 10 apds a primeim dose de CI e antes do inicio do
tratamento com Y169, insulite grau 3, NOD 2: trés dias apos as trés primeiras njegdes de Y169, insulite grau 3; NOD 3: trés semanas apos o término do tratamento com Y169,
msulite grau 2.
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Figura 27: KEfeito do tratamento com o AcMo antiCD8 Y105 sobre o fenétipo das subpopulagbes T
espiénicas CD4+ e CD8+. Andlise cinética, em citometria de fluxo, do mimero relativo de
linfocitos T CD3+, CD4+, CD8+ (x + SD). Bacos de 4 animais (2 fémeas € 2 machos), foram

analisados/semana.
% CD3+ % CD4+ % CD8+ Cb4/CD8 % depl.CDI8+
Dia ¢ 37,5x 1,9 26333 95+1,3 2.8 -
Semnana 3 41,7+ 4,5 340+ 64 9347 3,7 -
Semana 4 31,057 210+472 3,3+0,3 6.4 59,7
Semana 6 14,3+ 3,8 12,3£29 E7+1,1 72 45,6
Resultados 22
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5.1. CARACTERISTICAS DO DIABETES ACELERADO PELA
CICLOFOSFAMIDA (DMID-CI)

O modelo de diabetes acelerado pela ciclofosfamida (DMID-CI) no
camundongo NOD foi utilizado para estudar o efeito de anticorpos monoclonais (AcMos),
especificos de células T murinas CD4+ e CD8+, no tratamento da doenga. Avaliou-se,
inicialmente, se o modelo DMID-CI adaptava-se a pré-requisitos oportunos 4 elaboragéo de
um protocolo de imuno-intervengdo do diabetes auto-imune em estadio avangado de

insulite,

Foi reproduzido e adaptado, a nossas condi¢des, o modelo original de
DMID-CI descrito por HARADA & MAKINO (1984) em camudongos NOD (Clea Japan
Inc., Téquio), geradores das matrizes da colénia NOD estabelecida no laboratorio INSERM
U-25, Paris, utilizada neste estudo. Estas colénias NOD caracterizam-se por alta freqiéncia
de DMID clinico espontineo em fémeas, sendo a do laboratorio INSERM U-25
(YASUNAMI & BACH, 1988) de 55% na 25* semana de vida e < 28% na 14 semana,

idade correspondente a0s animais mais velhos de nossos experimentos.

O modelo DMID-CI ¢ um instrumento experimental de interesse, pois reproduz
o diabetes auto-imune espontdneo do camundongo NOD, reduzinde o periodo entre a
progressdo da insulite ¢ o desenvolvimento do diabetes clinico. Este conceito esta baseado
nas observa¢Oes de um grupo de pesquisadores (CHARLTON, BACELJ, MANDEL, 1988;
CHARLTON & MANDEL, 1988; CHARLTON et al., 1989, ZHANG, GEORGIOU,
MANDEL, 1993), que analisaram a particular linhagem NOD/Wehi (derivada de Kyoto,
Japdio) e padronizaram um protocolo para o modeloc DMID-CI, que compreende uma
injegio unica de 300 mg/kg de CI a animais de catorze semanas de idade. Camundongos
NOD/Wehi sdo similares as demais colonias NOD quanto a incidéncia de insulite (inicio: 77
semana de vida), mas caracterizam-se por baixa freqiiéncia de DMID clinico espontaneo:

< 10% das fémeas e < 1% dos machos com vinte e oito semanas de vida.
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Para elaborar uma janela terapéutica, adequada para a intervengo em insulite

avancada, no modelo DMID-CI do camundongo NOD, estratégia pouco documentada na
literatura, foi realizada uma analise do DMID apdés uma e duas injegdes de CI,
denominados Modelos I e II, respectivamente. Foi avaliado o efeito das doses de CI no
desenvolvimento do diabetes clinico e, principalmente, na cinética de evolugdo da insulite
do ponto de vista histolégico, ainda nfo caracterizada na linhagem NOD utilizada.
Paralelamente, foi monitorizado o fendtipo de subpopulagBes linfocitirias periféricas
(bago), sobretudo T, no modelo DMID-CI, para posterior anélise do efeito causado pela
administragdo de AcMos antiCD4 e antiCDS8.

5.1.1. Perfil e evolugio do DMID-CI clinico

Os resultados confirmaram que a administragdo de CI a animais NOD, com oito
semanas de idade, acelera o desenvolvimento do DMID clinico em fémeas e o induz em
machos, em comparagio a evolugio espontinea da doenca. A freqiiéncia maxima de DMID
clinico, obtida quatro semanas apds a administragio de uma dose unica de CI (Modelo I),
aproximadamente 36% em ambos os sexos, foi estdvel, ndo sendo observadas remissdes,
como referido previamente no unico estudo sobre este modelo na linhagem NOD utilizada
(YASUNAMI & BACH, 1988). O efeito da CI na expressio do DMID clinico foi
potencializado com duas doses de CI (Modelo II), obtendo-se uma fregiiéncia maxima de
aproximadamente 80% de animais diabéticos de ambos os sexos, quatro semanas apds a
ultima injegdio da droga. Estes valores foram similares aos descritos originalmente por
HARADA & MAKINQO (1984), e por outros autores que utilizaram este modelo de
DMID-CI, em camundongos NOD da colénia INSERM U-25 (YASUNAMI & BACH,
1988; SEMPE et al., 1991; DEBRAY-SACHS et al,, 1991; CHATENOUD et al., 1994).
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5.1.2. Perfil ¢ evolucgio do fenotipo dos linfécitos esplénicos

Observou-se, por analise semanal, em citometria de fluxo, do namero relativo
das populagdes linfocitarias B e T, que a CI afetou predominantemente os linfocitos B
portadores de Ig de superficie, acarretando uma marcada e rapida deplegio celular, similar
em machos e fémeas. Esta deplegio de células B foi dose-dependente, atingindo niveis
méximos relativos de 51% e 69%, uma semana apos a primeira (Modelos I e IT) ou segunda
injegdo de CI (Modelo II), respectivamente. Observou-se reconstitui¢do progressiva do
"pool" de células B esplénicas, sendo, contudo, ainda parcial (71%) ao término dos

experimentos mais longos, quatro semanas apés a segunda injegéio de CI (Modelo II).

Detectou-se, apenas na segunda semana apds a primeira dose de CI, uma
deplegdo em torno de 22% do nimero relativo de linfoécitos T CD3+ TCR o3+ esplénicos.
A reconstituicdo completa do "pool" de células T ocorreu, porém, entre a primeira ¢
segunda semanas subseqiientes. A anilise fenotipica das subpopulagbes T espiénicas
(Modelo II) demonstrou ndo haver disturbios quantitativos particulares de células T CD4+
e CD8+, tanto em machos como em fémeas NOD tratados com CI, exceto no periodo da
observada reducfio de células T. Neste momento, a relagio CD4:CD8, que se manteve
dentro dos limites normais durante o resto do estudo (valor médio CD4:CDS8 antes da
CI = 2,8), apresentou-se aumentada (3,8), por diminui¢do do nGimero relativo de células

T CD8+.

Estes dados contribuem para o estudo da cinética de evolugdo quantitativa de
populagdes linfocitarias B e T no modelo DMID-CI, na linhagem NOD utilizada.
CHARLTON et al. (1989) demonstrou marcada deplegio linfocitiria B ¢ T em bago e
génglios, apds CI, na particular linhagem NOD/Wehi. Os autores relataram niveis médios
de deplegio celular superiores aos nossos achados, detectados, porém, quatro dias ap6s a

administragdo de CI. A reconstituicio destas células, estudada dezesseis dias apos CI,
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foi ainda incompleta, havendo recuperagio preferencial de células T, analisada por aspecto

histoldgico de bago e ginglios.

Os resultados deste trabalho e os de CHARLTON et al. (1989) sdo compativeis
com os descritos mecanismos de a¢do da CI (BACH & STROM, 1985). Altas doses de CI
estiio associadas com a depressdo numérica, por lise, de células B e T. Estudos em porcos
da india e camundongos sugeriram, entretanto, que uma injegdo de CI, na dose de 300
mg/kg, induziria uma deple¢io seletiva transitoria de células B. Esta deplegio B foi
verificada, por analise histologica, no nivel dos centros germinativos em linfonodos e da
polpa branca em bago. Verificou-se que, a reconstituigdo celular ocorre entre dez a catorze
dias apos a administragiio de CI em bago, linfonodos e medula éssea. O bago caracterizou-
se por excesso do numero de linfocitos, logo apds a completa recuperagio celular. Em
nossos ensaios, a recuperacéo de células B esplénicas foi lenta, compativel com um grau

diferencial de agiio da CI sobre o compartimento B.

CHARLTON & MANDEL (1988); ZHANG, GEORGIOU, MANDEL (1993)
descreveram o efeito da CI sobre a cinética de esplendcitos T em camundongos
NOD/Wehi, durante catorze dias apos a administragdo da droga. Os autores observaram
uma deplegiio numeérica de células T CD4+ e CD8+ quatro dias apos a injegdo de 300
mg/kg de CI. Esta deplecdo foi, porém, relativamente maior de células T CD4+ que CD8+,
¢ transitdria, havendo recuperagio completa em uma semana. Os autores sugeriram que, as

células T CD4+ seriam mnais suscetiveis a agdo citotoxica da CI que as células T CD8+.

TAKI et al. (1991) citou uma analise pontual de esplendcitos T, utilizando o
modelo DMID-CI original, em camundongos NOD/Shi/Kbe (Shiga, Japdo), coldnia de alta
freqiiéncia de diabetes clinico espontineo. Os autores descreveram uma acentuada deplegio
relativa de linfécitos T (Thyl.2+) esplénicos, avaliada em momento Unico: duas semanas
apos a segunda injegdo de CI. Ao mesmo tempo, as proporgdes relativas de células T CD4+
(L3T4+) e CD8+ (Lyt2+) descritas, conservaram-se dentro da normalidade. Curiosamente,

a andlise da cinética destas subpopulages T, em sangue periférico, até duas semanas apds a
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segunda dose de CI, ndo revelou deplecdo linfocitaria ¢ a relagio CD4:CD8 manteve-se

inalterada durante todo o estudo.

KAY, CAMPBEL, HARRISON (1991) realizaram uma analise fenotipica
comparativa de linfocitos T provenientes de péncreas, bago, ganglios peripancreaticos e
sangue periférico, nos catorze dias que sucederam a injegdo de CI, em fémeas NOD/Wehi e
NOD-Lt (NOD-Leiter, linhagem com alta freqiiéncia de diabetes clinico espontineo). A
relagdio CD4:CD8 manteve-se inalterada em bacgo € exitbiu um aumento (duplicagio) néo
explicado em sangue periférico, apés Cl. Os autores encontraram, contudo, uma
diminui¢do da relagio CD4:CD8 em linfocitos T pancreaticos, ocasionada por aumento
relativo de células CD8+, nos animais com DMID clinico, ndo refletida em bage ou sangue

periférico.

Poucos dados estio disponiveis na literatura sobre o efeito da CI em
subpopulagdes T. Estudos em pacientes com esclerose multipla ou sindrome nefrotica, nos
quais realizou-se tratamento longo com CI, relataram uma depressdo seletiva de células T
OKT4+ ¢ ndo de células T OKT8+ (BACH & STROM, 1985). Existe, atualmente, extensa
evidéncia experimental de associagdo da CI como imunossupressora de respostas celulares.
Curiosamente, os mecanismos intrinsecos do distirbio da imunorregulagéo, provocado pela
CI, n3o estio esclarecidos. No que conceme as subpopulages T, ndo foi descrita uma
analise detalhada deste desequilibrio CD4:CD8, mesmo em carater numérico, apos CI. Os
dados sfo raros e correspondem a diferentes protocolos de administragiio e dose de CI,

incluindo 0 modelo DMID-CI do camundongo NOD.

A maioria das observagdes citadas sobre o modelo DMID-CI, assim como as
deste estudo, nfo objetivaram o estudo do efeito da CI sobre o fenétipo linfocitario, mas a
atilizagdo do modelo em protocolos de intervengdo com AcMos que afetam os linfocitos T.
Neste trabalho, a analise do fendtipo linfocitario T, apds CI e previamente a administragio
dos AcMos, foi fundamental para a avaliagdo do efeito biologico dos mesmos. Algumas
consideracdes, porém, podem ser efetuadas. N&o existe um desequilibrio numérico

relevante das duas principais subpopuiagdes T, CD4+ e CD8+, em bago, no modelo
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DMID-CI na linhagem de camundongos NOD estudada. Talvez ndo tenha sido possivel
detectd-lo em nossos ensaios, por motivos técnicos, devido a cinética semanal escolhida
para analise fenotipica, € nfio diaria, como realizado por CHARLTON & MANDEL
(1988). Mas, se tal desequilibrio ocorre, trata-se de um fendmeno transitorio ¢ rapidamente

reversivel.

Outro fator a esclarecer é a relevincia das alteragdes fenotipicas T
extrapancreaticas na indugdo do DMID-CI. CHARLTON et al. (1989) sugere que, o
DMID-CI em NOD/Wehi seja causado, principalmente, por remog¢io de atividade T
supressora, baseando-se, também, em estudos funcionais (a transferéncia de células
mononucleares de NOD ndo diabéticos previne o DMID-CI clinico). A deple¢do de
esplenécitos T, causada pela droga, seria seguida de recuperagdo de células T executoras,
possivelmente CD4+, de forma rapida, a partir do quinto dia apés a administracio de CI.
Este periodo de recuperagdo estaria associado com o desenvolvimento de insulite invasiva e
DMID clinico nos animais tratados. Mas os autores observaram, assim como KAY,
CAMPBEL, HARRISON (1991), uma diminui¢gio in situ, no péncreas, de células
infiltrantes, concomitantemente a constatada na periferia. A insulite reestabelecer-se-ia,

sete dias apos a injegdo de CI, com predominio de celulas T CD4+, nos dois estudos.

Estas relevantes alteracBes pancredticas nfo seriam, porém, traduzidas em
periferia, de forma clara. Vérios sio os fatores que podem contribuir para tal achado, além
de variacbes inerentes aos ensaios utilizados. Néo esta documentada, por exemplo, uma
andlise longitudinal detalhada do fenotipo T em orgdos linfoides profundos e sangue
periférico, comparativamente em animais diabéticos e ndo diabéticos, apds CI. KAY,
CAMPBEL , HARRISON (1991) realizaram esta distingdo somente na anélise de linfocitos
T pancreéticos. Por outro lado, ainda ndio foi esclarecido quais células, denominadas
supressivas, estariam afetadas pela CI, neste modelo. A simples andlise fenotipica das
maiores subpopulagdes T CD4+ e CD8+, mesmo em pancreas, ¢ insuficiente para
caracterizé-las. A busca de marcadores fenotipicos murinos de atividade supressora é de
fundamental interesse para complementar o estudo da imunopatogénese do DMID-CI do

camundongo NOD.
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5.1.3. Perfil e evolugiio da insulite: aspectos histolégicos

Aspectos histologicos da insulite em camundongos NOD machos e fémeas,
tratados com uma (Modelo I} ou duas injegbes de CI (Modelo II), foram analisados
detalhadamente. Os resultados demonstraram que, a insulite do modelo DMID-CI é, no
conjunto das caracteristicas: morfologia (histologia convencional com hematoxilina-eosina)
e cinética de evolugdo, similar & observada no curso do diabetes espontineo de fémeas
desta linhagem NOD. A Gnica diferenca referiu-se 4 idade de aparecimento dos estadios
avancados de infiltragdo insular, antecipada pela injegio de CI, a animais NOD de oito

semanas de vida, em ambos 0s sexos.

Observou-se uma interessante caracteristica histologica de evolugdo da insulite,
tanto no curso do DMID espontineo de fémeas NOD, como do DMID-CI em machos e
fémeas NOD. O infiltrado insular invasivo afetou, de maneira homogénea, o conjunto das
ilhotas de Langerhans pancreaticas. Retomando o sistema adotado para estadiamento da
insulite (MATERIAIS E METODOS, cf 3.5), foi evidenciado que a diminuigdo
proporcional progressiva, em fungio do tempo, do nimero de ilhotas normais ou levemente
acometidas (periinsulite) ocorreu de forma concomitante ao aumento do nimero de ilhotas
com marcado grau de infiltragio (insulite invasivo-destrutiva). Esta observagdo sugeriu a
existéncia de uma janela precisa no tempo, onde o processo auto-imune in sifu no pancreas,
considerando-se a insulite como marcador, progrediu de tal forma a afetar, uniformemente,
a quase totalidade das ilhotas. Este momento no tempo situou-se, no modelo DMID-CI,

entre 0 7° e 0 14° dias apds a primeira injegdo de CI (RESULTADOS, Figuras 12 e 13).

Este estudo apresentou uma evoluciio histologica extensa do DMID-CI, em
linhagem NOD de alta freqiéncia de diabetes clinico. Estes resultados demonstraram
similaridades entre os animais que receberam uma ou duas inje¢des de CI. Este fato pode
parecer paradoxal, perante o aumento significativo da freqiiéncia do DMID clinico,
provocado pela administragio de uma segunda dose de CI. Algumas consideragbes devem

ser analisadas para interpretar tais dados.
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Nota-se que, somente o perfil de estadiamento da insulite, tal qual realizado,
niio consiste de um elemento suficientemente preciso para medir o grau de acometimento
pancreatico. Os dados foram baseados no namero total de ilhotas detectado nos cories de
pancreas, parametro de dificil quantificagdo metodolégica, devido a grande variabilidade
entre os cortes. Notou-se, entretanto, que o numero total de ilhotas diminuiu,
sensivelmente, na medida em que aumentou o nimero de ilhotas apresentando os graus
mais intensos de infiltragdo. Nio existem, porém, dados disponiveis na literatura sobre uma
analise histologica quantitativa precisa da evolugio da insulite em camundongos NOD.
Estudos sobre 0 DMID espontineo do camundongo NOD (MIYAZAKI et al, 1985,
SIGNORE et al., 1989) constaram da interpretagio da proporgiio de ilhotas, em diferentes
graus de infiltragdo, em fung@o da idade dos animais, por analise histologica convencional
com coloragiio hematoxilina-eosina. Possivelmente, em virtude das dificuldades expostas
acima, ndo foram citados, nestes estudos, os numeros precisos de ilhotas de acordo com a

intensidade da insulite.

Um fator que agravou esta andlise quantitativa foi a ndo detec¢dio histologica
precisa, nos pancreas dos animais NOD estudados, de ilhotas remanescentes, apos
destrui¢iio das células B pela insulite. Foi realizada uma analise imunocitoquimica de
ilhotas, com sorc antiinsulina, em paralelo ac estadiamento histologico da insulite, em
alguns cortes de péncreas. Observou-se uma nitida diminui¢do da imunorreatividade, in
situ, das células 3 insulino-secretoras, segundo a intensidade da insulite (RESULTADOS,
Figura 11). Esta anélise ndo foi estendida, porém, a todos os cortes pancreaticos avaliados
em histologia, pois teve como objetivo principal auxiliar o critério de escolha do
estadiamento da insulite. Mas possivelmente a identificagfio imunocitoquimica de insulina
e, principaimente, de outros hormdnios insulares, seja uma alternativa adequada a ser
adotada para um estudo quantitativo preciso de ilhotas e do melhor estadiamento da
insulite. Recentemente, FANSEN et al. (1994), reestadiou a insulite inicial do camundongo
NOD (coldénia NOD do Hospital Necker, Paris), por método imuno-histoquimico. Este
estudo mostrou uma anélise quantitativa de ilhotas, baseada na identificagdo de células fJ e

a, com soros antiinsulina e antiglucagon, respectivamente,
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Apesar das restricdes ao método quantitativo utilizado, as alteragdes
histoldgicas descritas neste estudo, nos animais tratados por CI (desvio do perfil de ilhotas
normais para ilhotas com insulite de gran intenso), foram marcantes. Elas ocorreram, de
forma rapida e reprodutivel, nas duas primeiras semanas que sucederam a primeira dose de
CI, momento em que o nimero médio de ilhotas/corte de pancreas ndo estava ainda muito
reduzido. Este periodo, precedeu de forma imediata o aparecimento de hiperglicemia

definitiva nos animais, estabelecendo-se a sindrome clinica caracteristica do DMID.

Assim sendo, neste estudo, definiu-se como janela terapéutica curativa, o
periodo escolhido para imuno-interven¢do, no qual ja estava instalado o processo
auto-imune in situ, designado por insulite pancreatica em fase avangada de evolugdo. O
momento de estabelecimento majoritario de insulite invasivo-destrutiva foi estimado como
sendo em torno do 10° dia apds a primeira injegdio de CI, considerado, entdo, dia 1 do

protocolo de imuno-intervengdo com os AcMos.

A grande e rapida invasio linfocitaria das ilhotas, indutivel por uma dose de CI,
foi também demonstrada nos estudos citados de DMID-CI em NOD/Wehi. Entretanto, as
diferengas entre NOD/Wehi e as demais linhagens NOD, quanto a freqiiéncia de insulite

espontanea, de causa ndo esclarecida, dificultam a comparagio dos dados.

A associagio de um estudo longitudinal da massa residual e da fungdo das
células B insulino-secretoras seria uma contribuigio para caracterizar o grau de lesdo destas
células nos modelos de DMID-CI. Foi documentado, apenas em NOD/Wehi, uma
diminui¢io in vitro variavel, no contetdo total de insulina pancreatica apos CI (KAY,
CAMPBEL, HARRISON, 1991). O conhecimento da particular disfun¢do 3 no DMID

espontino de acordo com a intensidade da insulite, atrofia versus inflamagéo, por inibigdo

funcional reversivel, é tema de fundamental importincia, como discutido na revisdo de
BACH (1994a). STRANDEL, EIZIRIK, SANDLER (1990) demonstraram a
reversibilidade funcional in vifro de células B, em fases iniciais de insulite espontinea, em

NOD fémeas.
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Variacdes na intensidade de lesdo das células B, de forma quantitativa e/ou
qualitativa, poderiam ocorrer in vivo, no curso do modelo de DMID com duas doses de CL
Uma das estratégias para confirmar tal hipotese seria a realizagdo conjunta de uma analise
quantitativa da progressdo da insulite, do ponto de vista histopatoitgico, € da evolugdo da
massa residual das células B, em cada animal. Existem, porém, limitaghes experimentais
para adaptar-se, nos camundongos, um tipo de teste funcional in vivo, de fécil realizagio,
para medir a reserva de células B, como ¢ a dosagem de peptidio C plasmatico apds
estimulagio com glucagon, praticado na clinica humana. Outros estudos dindmicos
classicos de fungiio da célula B poderiam, entretanto, ser aplicados, como o estudo da
primeira fase de insulino-secregdo por perfusido de pancreas, ja realizado por KANO et al.

(1986) em camundongos NOD.

Uma estratégia de estudo in situ, rigoroso, da lesédo 3 no DMID, seria a analise
morfométrica ultra-estrutural da ilhota, como descrito por GOMEZ DUMN, SEMINO,
GAGLIARDINO (1989), num modelo de diabetes espontineo, em ratos. Uma abordagem
quantitativa precisa das alteragdes morfologicas da célula 53, incluindo identificacdo
imunocitoquimica de horménios insulares, de acordo com a intensidade da insulite, ndo foi
ainda avaliada no camundongo NOD. Possivelmente, estas observagbes também
contribuiriam para o esclarecimento da patogénese da hiperglicemia nos dois modelos de

DMID-CI (I e II) que foram utilizados neste estudo.

Finalmente, um dado imunopatoldgico também relevante, a avaliar-se no
modelo de DMID-CI, seria a presenga de sinais de regeneragio da ilhota. O
desenvolvimento de ilhotas ductais, apds destrui¢do de células f3, foi descrito em péncreas
de individuos com DMID de recente diagndstico (GEPTS & DeMAY, 1978; SOMOZA et
al., 1994). As capacidades de regeneragdo e de recuperagio funcional da célula B, durante a
evolugdo do atague imune, seriam caracteristicas adicionais a serem estudadas no modelo

de DMID-CI do camundongo NOD.
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5.1.4. Fenétipo da insulite: aspectos imuno-histequimices

O fendtipo de subpopulagdes de células T, implicadas na insulite do DMID-CI,
foi previamente estudado por CHARLTON et al. (1989) e KAY, CAMPBEL, HARRISON
(1991), em camundongos NOD/Wehi. Os autores concordaram em demonstrar um perfil
sequiencial de infiltragio pancreatica: predominio de células T CD4+ até sete dias apos a
injegdo de CI (relagio CD4:CD8 > 2,0), e posterior aumento de células T CD8+ (relagéo
CD4:CD8 = 1,0) acompanhando os graus avangados de insulite. O tltimo grupo de autores
descreveu, em pincreas de fémeas NOD-Lt de onze a dezesseis semanas de idade, um
perfil CD4:CD8 comparavel ao de NOD/Wehi tratados por CI, salientando o aumento
relativo de células T CD8+ (CD4:CDS8 < 1,0) em animais com diabetes clinico recente. O
estudo citado diferenciou-se, porém, dos demais, por apresentar dados de fenbtipo, por
citometria de fluxo, de células T, isoladas e purificadas a partir de péncreas, e ndo uma
analise imuno-histoquimica, in situ, convencional. Possiveis diferencas de detecgdo

metodologica devem ser consideradas.

Os resultados deste trabalho, sobre a analise qualitativa do fenotipo da insulite
no Modelo IT de DMID-CI, corroboraram os achados acima descritos. A insulite constituiu-
se, predominantemente, por linfécitos T CD3+, CD4+ e CD8+, e, em menor grau, por
¢élulas B e macrofagos (ndo documentado). A analise longitudinal dos animais tratados por
CI mostrou que, os graus avancados de insulite estavam associados com um aumento da
proporgio de células T CD8+. Nao foi realizada uma analise quantitativa, tampouco um
estudo diferencial detalhado, entre animais clinicamente diabéticos e ndio diabéticos. Este
dado nio esta, contudo, bem esclarecido na literatura, Em estudo prévio, TAKI et al.
(1991) citou, sem documentar, uma propor¢do similar de células T CD4+ e CD8+ em
ilhotas de animais NOD/Shi/Kbe, em analise pontual, quatro semanas apds a primeira dose
de CI. SIGNORE et al. (1989), ao avaliar a historia natural da infiltragdo insular em fémeas
NOD-Lt, descreveu que, a subpopulagio T CD4+ (L3T4+) foi sempre predominante sobre
a CD8+ (Lyt2) em péncreas de animais de cinco a trinta ¢ seis semanas de idade. Os

autores realizaram uma analise de proporgdes relativas sobre o total de células infiltrantes
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das ilhotas e, ndo discriminaram o fenétipo linfocitario, de acordo com os diferentes graus

de insulite ou a presenga de diabetes clinico.

Apesar da realidade experimental da mediag@o das células T CD4+ e CD8+ na
patogénese do DMID do camundongo NOD, faltam documentag@es imuno-histologicas
quantitativas precisas, da participagdo destas células, na ontogénese do infiltrado insular
espontineo. Com o aprimoramento das técnicas morfométricas, estudos do processo
auto-imune in situ poderdo ser complementados para determinarem-se as proporgoes
parciais destas subpopulagdes T, juntamente com a destruicio de células B, tambem
passivel de guantificagio. Esta analise fenotipica da insulite, no modelo de DMID-CI,
cumpriu o objetivo basico de corroborar a presenga preponderante de células T CD4+ e

CD8+, alvos da estratégia de imunoterapia utilizada.

5.1.5, Conclusdes

De modo geral, os dados apresentados sugerem que, o0 DMID-CI € similar,
imuno-histologicamente ao lento processo auto-imune que ocorre espontaneamente na
linhagem NOD estudada. A vantagem do modelo de DMID-CI consiste na evidente
sincronizagdo na evolugfio do infiltrade insular, encurtando, de forma aprecidvel, a
conseqiiente instalagiio de diabetes clinico nos animais assim tratados. A possibilidade de
estudar-se um grande nimero de animais NOD fémeas e, sobretudo machos, com idéntico
potencial para desenvolver DMID clinico, ¢ de fundamental importdncia para a aplicagdo

de protocolos de imuno-intervengio da doenga.

5.2. TRATAMENTO DO DMID-CI DO CAMUNDONGO NOD COM
ANTICOPORPOS MONOCLONAIS ANTICD4 E ANTICDS

Nosso objetivo principal foi determinar se a imuno-intervengdo, dirigida as
células T, seria capaz de bloquear 0 DMID-CI (Modelo II: duas inje¢des de CI) do

camundongo NOD em estadio avangado da doenga auto-imune, considerando-se, como
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parametro, a presenga de insulite pancreatica intensa. A janela terapéutica curativa consistiu
de um periodo de dez dias para imuno-intervengo, a partir do 10° dia apés a primeira dose
de CIL. O dia de inicio da terapia coincidiu com um momento de rapida invasio e destruigio
das ilhotas, cujo infiltrado estava, entio, dominado por linfocitos T CD4+ ¢ CD8+. Do
ponto de vista clinico, tratou-se de momento onde 11% das fémeas e 3% dos machos

desenvolveram sintomas permanentes de sindrome hiperglicémica (RESULTADOS,

Figuras 5 ¢ 6).

O tipo de estratégia terapéutica utilizada foi importante em dois niveis. O
primeiro, € eminentemente clinico e o segundo, ¢ fundamental, relacionado com os
mecanismos imunopatologicos celulares, implicados na destruigdo das células B

pancreaticas no DMID do camundongo NOD.

5.2.1. Protocolo de imuno-interven¢io

Este estudo consistiu de imuno-intervengido transitéria do DMID-CI do
camundongo NOD com AcMos de rato (COBBOLD et al., 1984), depletantes in vivo de
células T CD4+ ou CD8+. Inicialmente, foi determinada a dose minima necessaria de cada
AcMo para causar o efeito biologico desejado, in vivo, em animais NOD da coldnia
INSERM U-25, avaliada no nivel do bago (MATERIAS E METODOS, cf 3.3). As doses
efetivas minimas, em nossos ensatos, 250 pg/injegdo i.p. do AcMo antiCD4 (YTS-191.1.2)
e 100 ugfinjecio i.p. do AcMo antiCD8 (YTS-169.4.2), foram determinadas com base em
critérios de analise fenotipica dose-resposta de deplegio celular por AcMos, descritos na
literatura (GORONZY, WEYAND, FATHMAN, 1986; QIN et al., 1987).

Posteriormente, foi elaborado um protocolo de imuno-intervencio do DMID-
CI, de curta duracgio (dez dias), apos escolha da janela terapéutica curativa, situada entre o
10° e 0 20° dias consecutivos & primeira dose de CI. O protocolo constou de cinco injegdes
dos AcMos, sendo trés consecutivas, no inicio do tratamento, e duas em intervalos de

quatro e cinco dias, administradas apos a segunda dose de CI. Este tipo de protocolo
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terapéutico, com doses iniciais consecutivas e doses de manutencio, tem sido utilizado por
outros autores para obtengfo de niveis de saturagéo satisfatorios, de ligagdo de AcMos com
antigenos-alvo (no caso, L3T4a e Lyt2), em linfécitos circulantes (SHIZURU et al., 1988;
HUTCHINGS et al., 1992).

5.2.2, Efeito sobre o fenétipo dos linfocitos T esplénicos

O tratamente com os AcMos empregados causou imediata deplecdo, in vivo,
das subpopulagdes T alvos periféricas e fot avaliado o grau de reconstitui¢do das mesmas,
estudando-se esplenocitos, apos o periodo da imunoterapia. Salienta-se que, esta deplegiio
linfocitaria n3o foi absoluta, fato concordante com a descri¢do original de BENJAMIN &
WALDMANN (1986) de 10% de células T CD4+ remanescentes, em orgdos linfoides
periféricos, apds tratamento com altas doses (1,2 g) de YTS-191.1.2. Observou-se, em
nossos experimentos, reconstituicio parcial de células T CD4+ (79%) ¢ CD8+ (53%)
periféricas, trés semanas apoés o término do tratamento com os AcMos especificos,
respectivamente. Entretanto, os animais tratados com YTS-169.4.2 (antiCD3) apresentaram
recuperagio mais lenta das células depletadas que os tratados com YTS-191.1.2 (antiCD4).
Dados prévios demonstraram que, 2 cinética de repopulagio linfocitaria, apos tratamento in
vivo com AcMo depletante, seria dose-dependente, observando-se que doses > 30 pg de
GK1.5 (IgG2b de rato antiCD4, desenvolvido por DIALYNAS et al., 1983) associaram-se
com periodos de reconstituicio maiores que quatro semanas, em camundongos BALB/c

(GORONZY, WEYAND, FATHMAN, 1986).

5.2.3. Efeito sobre o DMID-CI clinico

Foi demonstrado diretamente que, ambos tratamentos transitdrios com
AcMos depletantes de células T CD4+ ou de T CD8+ exercem um similar efeito inibitorio

do DMID clinico, no curso de sua indugfo pela CI, em animais NOD machos e fémeas.
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Além da curta duracfio, a imuno-intervengdo foi eficaz com doses totais baixas dos AcMos
utilizados, YTS-191.1.2 (AcMo antiCD4): 1,25 mg/animal e YTS-169.4.2 (antiCD8): 0,5
mg/animal. Salienta-se que, estas sdo as menores doses descritas de AcMos antiCD4 e

antiCD8 depletantes, associadas a sucesso terapéutico do DMID do camundongo NOD.

Eficicia terapéutica comparivel, no modelo DMID-CI, foi descrita por
CHATENOUD et al. (1994), no laboratério INSERM U-25, gragas a um breve tratamento
de baixas doses com um AcMo depletante antiCD3 (IgG de hamster - 145 2C11). Os
autores obtiveram protegio do DMID clinico com um protocolo de cinco injegSes
consecutivas de 5 pg/dia de AcMo antiCD3, entre os dias 13 e 17, apds a primeira dose de
CI. Este mesmo protocolo terapéutico estabeleceu 64-80% de remissbes a longo prazo
(doze meses), quando aplicado na primeira semana de diagnéstico do DMID ¢linico, a um

grupo de 36 fémeas NOD, espontaneamente diabéticas.

Apesar da eficiéncia terapéutica do OKT3 (IgG2a de camundongo
anticomplexo molecular CD3 humano) como potente agente imunossupressor para tratar €
prevenir alotransplantes (CHATENOUD et al., 1983), a administragéo in vivo de AcMo
antiCD3 é mal tolerada clinicamente. As primeiras injegdes de antiCD3 provocam uma
sindrome associada 2 ativacio de células T, com intensa liberagdo de varias citocinas
(FERRAN et al., 1990). Neste contexto, os AcMos antiCD4 e antiCD8 sdo potencialmente
interessantes, pois ndo acarretam ativagio celular T. A depleciio mediada por estes AcMos
é decorrente, principalmente, de opsonizagio por células do sistema reticulo-endotelial,
sendo secunddria a citotoxicidade complemento dependente (BENJAMIN &
WALDMANN, 1986). Néio s¢ observaram efeitos colaterais no extenso grupo de NOD

machos e fémeas que recebeu o protocolo de imuno-intervengio (n = 138), neste estudo.

Outros trés estudos foram descritos na literatura, visando o tratamento curativo
do DMID espontaneo do camundongo NOD, através de intervengiio em linfocitos T.
SHIZURU et al. (1988) demonstrou, pela primeira vez, a eficiente acdo de um AcMo
antiCD4 depletante (GK1.5) na protegéio ao DMID clinico esponténeo em 23/25 (92%)

fémeas NOD, de treze a dezesseis semanas de vida, idade associada com a presenca de
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insulite intensa nestes animais. A dose total de AcMo, empregada pelos autores, foi entre

2,7 a 3,0 mg/animal, administrada semanalmente durante cinco a seis meses.

Os demais estudos foram aplicados a camundongos NOD com recente
desenvolvimento de DMID clinico. SEMPE et al. (1991) demonstrou, pela primeira vez, a
possibilidade de imuno-intervengdo do DMID clinico estabelecido. Os autores
administraram, durante uma semana, um AcMo ndo depletante antiTCR o8 (H57-597, IgG
de hamster), em altas doses (3 mg/animal), quatro dias apos o diagnéstico do DMID, num
pequeno grupo de oito fémeas NOD. Houve, porém, remisséo a longo prazo (dez meses de
acompanhamento) somente em 37,5% dos animais assim tratados. O efeito deste

tratamento sobre a insulite nio foi estudado.

MAKI et al. (1992) foi o primeiro a obter remissio efetiva do DMID
espontineo recentemente diagnosticado em camundongos NOD. O tratamento com soro
antilinfocitario (ALS: "anti-lymphocyte serum”) de coelho, administrado nos catorze
primeiros dias de inicio do DMID clinico (duas injegbes de 0,4 ml), promoveu 76% de
remissdes a longo prazo (até trinta e um meses de acompanhamento), num grupo de
quarenta animais machos e fémeas. O sucesso deste tratamento, que se associou 4 deplegio
de células T periféricas CD4+ ¢ CD8+, foi semelhante ao obtido apos o uso combinado de
AcMos depletantes antiCD4 (GK1.5) e antiCD8 (116-13.1, IgG de rato), durante trés
semanas, nas doses de 4 e 1 mg, respectivamente. Um importante fator, porém, a ser
frisado neste estudo, foi a insulinoterapia intensiva, realizada em todos os animais sob
imuno-intervengio, até alcance de normoglicemia, periodo de aproximadamente noventa
dias. Assim, nio se pode descartar um efeito benéfico desta insulinoterapia na melhor
preservagdo da fungfio das células B pancreaticas, como demonstraram, inicialmente,
SHAH, MALONE, SIMPSON (1989) na indugdo de remissoes no DMID humano. Além
desta possibilidade, existe a hipotese, considerada atualmente, de que a insulinoterapia
induziria tolerincia imunologica, seja por modulagio da atividade linfocitaria T
(HELDERMAN, PIETRI, RASKIN, 1983), seja por promogio de repousc da célula § e

conseqiiente menor express3o de auto-antigenos (APPEL et al., 1989).
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O resultado terapéutico clinico, obtido neste estudo, néo foi completo. O efeito
dos AcMos antiCD4 e antiCD8 ndo atingiu a totalidade dos animais tratados, havendo, no
final do periodo experimental, 19 e 30% de animais hiperglicémicos apos terapia com
YTS-169.2.4 (antiCD8) e YTS-191.1.2 (antiCD4), respectivamente. Estes dados devem ser
analisados com base ao importante conceito revisado por BACH (19%94a), resultado de
diversos ensaios terapéuticos, de que a imuno-intervengio do DMID avangado seria
factivel quando realizada em presen¢a de células B remanescentes viaveis. Contudo, a
quantificagio da massa B residual limite, para preservar normoglicemia, segundo o tipo de

terapia aplicada, ndo foi esclarecida, nem estudada nos trabalhos acima citados.

Além disso, a diferenca entre atrofia e disfungo da célula B, no inicio do
DMID clinico, seriza de fundamental importincia. Os dados sobre a recuperagdo da
insulino-secregdo, por eliminago in vifro de células mononucleares de ilhotas NOD com
insulite invasiva (STRANDEL, EIZIRIK, SANDLER, 1990), suportam claramente uma
fase de inibigdo funcional reversivel. As condigdes, decorrentes da facilidade de obtengéo
do DMID-CI e de nosso protocolo terapéutico, que eliminou células T insulares in vivo,
constituem um modelo clinico interessante para tal estudo. Uma fitura associagio de
marcadores metabélicos e histologicos das células B podera melhor precisar o momento,
nas fases avancadas de insulite, de inicio da imuno-intervengio. E, pois, provavel, que um
dos fatores de ineficiéncia do tratamento com AcMos, em alguns animais de nossos
ensaios, seja conseqiiente & ja bastante reduzida e/ou irreversivelmente lesada massa B

pancreatica destes animais, no inicio da terapia.

5.,2.4, Efeito sobre a insulite

Para determinar os efeitos da administragdo dos AcMos YTS-191.1.2
(antiCD4) e YTS-169.2.4 (antiCD8) sobre a insulite dos animais NOD tratados,
monitorizou-se a infiltragdo linfocitaria nas ilhotas de Langerhans, através de estudo

histologico ¢ imuno-histoquimico. O curto tratamento com os AcMos causou depleco de
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linfécitos-alvo insulares, observada logo apés as trés primeiras injegSes do protocolo
terapéutico. Esta deplegdo linfocitaria especifica intensificou-se até o término do estudo,
trés semanas apos a Gitima injegdo dos AcMos. Entretanto, neste momento, 0 efeito sobre a

progressido da insulite diferenciou-se entre os dois tratamentos.

Observou-se, no final do periodo de estudo, que os animais NOD tratados com
YTS-191.1.2 (AcMo antiCD4) apresentaram infiltrago insular restrita aos estadios iniciais,
sobretudo periinsulite, ndo havendo evolucio para a fase terminal de insulite (invasivo-
destrutiva). As células T que predominaram no infiltrado insular dos animais assim
tratados, foram CD8+. Apesar de alcangar similar prote¢do do DMID clinico, o tratamento
com YTS-169.4.2 (AcMo antiCD8) associou-se com recorréncia de infiltragho intensa das
ilhotas. A analise histolégica/imuno-histoquimica dos péncreas do grupo de animais
tratados com AcMo antiCD8, realizada trés semanas apos o término do protocolo de
imuno-intervengiio, revelou predominio de insulite invasivo-destrutiva, contendo,

predominantemente, células T CD4+.

A presenga de insulite, sem expressdo clinica de hiperglicemia, tem sido
amplamente discutida na literatura. Todos os estudos de imuno-intervengdo do DMID
avancado, acima citados, acompanhados de avaliagio da insulite, referiram recorréncia do
infiltrado insular, apos verificagio de periodo de significativa redugio do mesmo. Todos os

estudos, salvo o de SEMPE et al. (1991), assim como este, utilizaram tratamentos que

depletaram células T in situ
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O controle poligénico da insulite do camundongo NOD esta sendo amplamente
pesquisado na atualidade (LEITER, SERREZE, PROCHAZKA, 1990, TODD et al., 1991;
GARCHON et al.,, 1991). Um importante objetivo das analises genéticas é a caracterizagio
dos genes de suscetibilidade, correspondentes as varias fases da doenga. A periinsulite
associa-se com um locus no cromossomo 1, vizinho ao gene Bcl-2 (GARCHON et al.,
1991). A progressdo da doenga para as fases de insulite invasiva e DMID clinico
dependeria do controle de varios e distintos loci, com interagdo de elementos do sistema
imunologico (GHOSH et al., 1993). Assim, apesar da hiperglicemia franca ter sido sempre
precedida de insulite invasivo-destrutiva, a presenga de insulite ndo se associaria

necessariamente com DMID clinico.

Periinsulite e normoglicema foram achados de varias observagdes: 1) em
machos NOD; 2) em varias linhagens de camundongos com diferentes "backgrounds"
genéticos, apresentando falha de expressdo de moléculas do CPH de ciasse II I-E
(XIANGPING, GOLDEN, FAUSTMAN, 1993); 3) num modelo transgénico de expressio
de um antigeno (CR2) em células B de camundongos com "background” genético ndo
associado com DMID clinico espontineo (HOLERS et al., 1993). Possivelmente, os
eventos necessarios para provocar a infiltragdio invasiva das ilhotas e destrui¢do das células

B, ainda ndo esclarecidos, poder#io ser melhor elucidados com o auxilio dos modelos acima

citados.

5.2.5. Mecanismos de a¢iio dos AcMos antiCD4 e antiCD8 no tratamento do
DMID-CI do camundongoe NOD

Foi demonstrado, neste estudo, que os tratamentos isolados com AcMos
depletantes antiCD4 ou antiCD8, iniciados em fase de insulite intensa, acarretaram um
similar efeito clinico de protecio aoc DMID-CI do camundongo NOD. Observou-se
recorréncia de insulite, que foi porém diferencial, segundo o AcMo utilizado: periinsulite

nos animais tratados com YTS-191.1.2 (antiCD4), como descrito na literatura citada, e
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insulite invasiva nos animais tratados com YTS-169.2.4 (antiCD8). A interpretagio destes

resultados pode ser discutida com base em dois mecanismos de ag@io destes AcMos:

1) de modo geral, pelas suas propriedades imunossupressoras, diretamente associadas a

eliminagio de linfocitos maduros periféricos, mecanismo descrito originalmente por

COBBOLD, QIN, WALDMANN (1990), na indug@o de tolerdncia a alotransplantes;

2) de modo especificamente associado ao DMID desenvolvido pelo camundongo NOD,

através da eliminacdo de subpopula¢bes T (CD4+ ¢ CD8+) diabetogénicas, mas que,

provavelmente, apresentam relevéncias patologicas diferentes nas fases avancadas de

insulite.

5.2.5.1. AcMo antiCD4

Em primeiro lugar, este estudo efetivou e corroborou a potente agio
imunossupressora dos AcMos antiCD4. O beneficio deste tratamento foi, também,
compativel com a relevincia da subpopulagic T CD4+ na regulacio da resposta
imunolégica (revisio de VOLPINI & TAMBASCIA, 1996a). Os resultados foram
compativeis com a maioria dos dados disponiveis na literatura, pois, ao menos nos modelos
murinos, 0s AcMos antiCD4 depletantes mostraram uma reprodutivel eficiéncia terapéutica

em diversas situagdes patologicas, que incluem;
a) rejeicdo de alotransplantes (COBBOLD, QIN, WALDMANN, 1990);

b) doengas auto-imunes induzidas, como a Encefalite Alérgica Experimental (WALDOR et
al., 1985), a Artrite Induzida por Colageno Tipo II (RANGES, SRIRAM, COOPER,
1985), o Diabetes por Baixas Doses de STZ (HEROLD, MONTAG, FITCH, 1987), a
Tireoidite Induzida por Tireoglobulina (HUTCHINGS et al., 1993);

¢) doengas auto-imunes espontaneas, como ¢ Lupus Eritematoso (WOFSY & SEAMAN,
1987), e 0o DMID do camundongo NOD (SHIZURU et al., 1988 ; MAKI et al., 1992).
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Os AcMos antiCD4 depletantes, utilizados nos trabalhos acima citados, GK1.5
ou YTS.191-1.2, foram associados com efeitos imunossupressores, demonstrados, in vivo,
como: a inibigio de respostas primarias e secundarias de anticorpos a antigenos T
dependentes (GORONZY, WEYAND, FATHMAN, 1986), a tolerincia a antigenos
soluveis, administrados simultaneamente (COBBOLD, QIN, WALDMANN, 1990) e, a
particularmente interessante auséncia de imunizagdio a eles proprios (todos sdo IgG2b

originarios de rato), quando utilizados em altas doses (BENJAMIN & WALDMANN,
1986).

Em segundo lugar, os mecanismos de indugfo de tolerancia através de AcMo
antiCD4 depletante, discutidos nas diversas patologias descritas, ndo foram, porém,
completamente esclarecidos. No caso particular do diabetes auto-imune, cujo auto-antigeno
primario ndo esta totalmente definido, discutem-se alternativas, além da eliminagio de
células T CD4+ executoras da diabetogénese. Salienta-se que, o sucesso terapéutico do
DMID avancado com AcMo antiCD4, em bloquear a destruigdo das células B, associou-se
com deplecio transitéoria e nunca absoluta de linfécitos CD4+ BENJAMIN &
WALDMANN (1986) discutiram a produgiio de um meio tolerogénico, com remogio e
re-exposicdo de células T CD4+, de forma a permitir ao sistema imunologico re-aprender o
proprio ¢ limitar a progressdo da autorreatividade. GORONZY, CORNELLA, FATHMAN
(1986) propuzeram que, uma composi¢io alterada da populagio CD4+, durante a fase de
regeneragdo, contribuiria para o efeito imunomodulador destes AcMos. MAKI et al. (1992)
sugeriram que, a eliminagdo de linfocitos T executores poderia produzir um desequilibrio
que favoreceria um predominic de células supressoras, como células veto (revisdo de

VOLPINI & TAMBASCIA, 1996a), mais resistentes a deplegéo.

A equipe dirigida por HWALDMANN (COBBOLD et al., 1984), através do
desenvolvimento de um painel de AcMos ndo depletantes antilinfocitarios murinos,
introduziu o importante conceito de que, a tolerdncia periférica em animais adultos pode
ser obtida sem eliminagdio de células T CD4+ Assim, o bloqueio da molécula CD4
facilitaria a maior suscetibilidade das células T Thl ("T helper 1") a um estado de anergia,

havendo predominio de respostas Th2 ("T helper 2")-"like", cuja relevancia, como
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mecanismo de regulagdo negativa, foi demonstrada em rejeiglio a alotransplantes
(SCULLY et al, 1994). Utilizando o mesmo paine! de AcMos, a equipe dirigida por
A COOKE descreveu, de forma unica, o efeito protetor de um AcMo antiCD4 nio
depletante, no modelo de transferéncia do DMID, em camundongos NOD adultos
(HUTCHINGS et al., 1992). Além do estudo basear-se num nimero restrito de animais, é
necessario ressaltar que a sensibilidade a imuno-intervengdio seria diferente no modelo de
transferéncia estudado, em comparagio ao modelo de DMID-CI. A migragdo de linfocitos
poderia ser inﬂﬁenciada por varias estratégias imunomoduladoras que desviariam as células

transferidas, impedindo a ocorréncia da doenga.

No contexto do DMID do camundongo NOD, poderiamos resumir que tanto o
bloqueio da molécula CD4+, como a deplegdo limitada de céiulas T CD4+ periféricas por
AcMos especificos, favoreceriam um estado de tolerancia, possiveimente mediado pela
a¢do de citocinas capazes de modular a agdo de células T diabetogénicas. Inimeras
questdes fundamentais, relacionadas a esta hipotese continuam, porém, abertas, como: a
suscetibilidade diferencial das células T a a¢do de AcMos depletantes, a posterior cinética
de repopulagio T e o eventual "switch" Th1/Th2. A falta de marcadores fenotipicos para
identificagio de células T supressoras é também um grande obsticulo para o

esclarecimento de tais questJes.

Entretanto, o conhecimento do papel central das células T CD4+ na mediagdo
de varias doengas auto-imunes € o éxito obtido em modelos experimentais propiciaram os
ensaios com AcMos antiCD4 na clinica humana. Estes, iniciaram-se em 1987, quando
HERZOG et al. descreveu sucesso clinico no tratamento da Artrite Reumatdide, apés sete
dias de terapia com antiCD4 depletante (M-T151, IgG2a de camundongo). Este sucesso
terapéutico foi confirmade (REITER et al., 1991), e iniciaram-se ensaios sobre outras
patologias, como: Esclerose Miltipla (HAFLER et al., 1988), Doenca de Crohn e Colite
Ulcerativa (EMMRICH, 1991), Lupus Eritematoso Sistémico (HIEPE et al, 1991) ¢
Psoriase (NICOLAS et al., 1991). Apesar de tratar-se de uma experiéncia limitada, néo foi
descrito um risco aumentado de infecgbes ou tumores apds imunossupressdo com antiCD4

depletante. Houve, porém, desenvolvimento de anticorpos humanos anticamudongo
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{(denominago internacional = HAMA: "human anti-mouse antibody"), que podem ser
bloqueadores. Para evitar a formagio de HAMA, uma estratégia em desenvolvimento € a
produgio de AcMos terapéuticos humanizados, cuja porgdo murina restringe-se ao sitio de

reconhecimento antigénico da molécula (GORMAN et al., 1991).

Por outro lado, a experiéncia na clinica humana com AcMo antiCD4 ndo
depletante, é rara. O OKT4A ¢ um exemplo de AcMo desta categoria, agindo por
recobrimento das moléculas CD4+, sem promover modulagdo antigénica. Este AcMo €
dirigido contra CD4 humano, mas reconhece, por reagdo cruzada, a molécula CD4 de
macaco. CISINI et al. (1991) descreveu, entfo, a eficiéncia do OKT4A na prevengdo de
rejeigio de alotransplantes de pele ¢ rim, em macacos Rhésus ¢ Cynomolgus. E
desconhecida, entretanto, a capacidade deste AcMo no tratamento de reages imunolégicas,

ja instaladas, no homem.

Finalmente, um importante aspecto da terapia com AcMos antiCD4, ainda ndo
elucidado, é o seu efeito sobre células monocitarias/macrofagicas, que expressam a
molécula CD4. Uma deplegio moderada de mondécitos circulantes foi descrita no tratameto
da Artrite Reumatoide (HERZOG et al., 1989). O estudo da repercussdo desta terapia, em
células apresentadoras de antigenos, no modelo de DMID do camundongo NOD, teria
interesse diretamente associado a imunopatogénese da doenca. A participagio destas
células foi descrita, tanto no inicio da insulite, promovendo o recrutamento e ativagéo de
linfocitos T intra-insulares (HUTCHINGS et al., 1990; LO et al., 1993), como nos
mecanismos de destruicdo final da célula B (JANSEN et al., 1994).

5.2.5.2. AcMo antiCD8

Apresentou-se neste estudo o primeiro relato de beneficio clinico com a
deplegio da subpopulagio T CD8+, em fase avangada de insulite. MAKI et al. (1992)

demonstrou, em observagio unica, fracasso de terapia isolada com AcMo depletante
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antiCD8 (116-13.1) no tratamento de animais NOD, que apresentavam, porém, um DMID

clinico recente, diferentemente de nosso estudo.

Entretanto, obteve-se em nossos ensaios, uma constatagio nio esperada, que
favoreceu a compreensio dos dados de MAKI et al. (1992). O AcMo antiCD8 YTS-
105.18.10 (IgG2a), apresentado neste estudo como AcMo controle, havia sido previamente
selecionado por sua descrigio como ndo depletante. Quando foram realizados os
experimentos preliminares para definir a dose do AcMo a ser empregada, observou-se que,
uma injegdo de YTS-105.18.10 associava-se a um recobrimento completo de esplendcitos
T CD8+ periféricos (bago). Este recobrimento foi detectado por marcagiio com Ac antilg
de rato, ndo sendo evidenciada modulagio antigénica em nossos ensaios. Se este era o
achado, apds uma tinica injegdo, a administracio repetida de YTS-105.18.10, segundo o
protocolo de imuno-intervengo, ocasionou deplegdo de esplendcitos T CD8+. A diferenca,
porém, do AcMo YTS-169.4.2, que provocou deplegdo imediata, detectou-se deplegio
tardia com YTS-105.18.10, apds a terceira semana do protocolo e nenhum efeito protetor

do mesmo ac DMID clinico.

Deve-se recordar que o perfil de evelugo da insulite no modelo DMID-CI
mostrou que, ao longo das semanas que seguiram a segunda dose de CI, ocorreu um
aumento da propor¢io de ilhotas com insulite invasivo-destrutiva. Os resultados
diferenciais com os AcMos antiCD8, sugerem que, uma imuno-intervengio durante a
progressdo da insulite do DMID-CI, mediada pela deplegio de células T CD8+, seria
somente eficaz se iniciada antes da fase terminal do processo imunopatologico pancreatico.
Animais NOD, clinicamente diabéticos, utilizados por MAKI et al. (1992), estariam em
estadio avangado da doenga, com supostamente mais de 70% de destrui¢iio das células B

pancreaticas.

Do ponto de vista fundamental, os resultados deste estudo implicam em
reflexdes sobre a propria imunopatogénese do DMID do camundongo NOD. Uma hipétese

para o fracasso terapéutico da deplecdo isolada de linfocitos T CD8+, em estadios muito
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avancados de insulite, seria a nfo intervengdo destas células na fase final de destruigio das

células B.

Esta hipotese foi defendida numa série de trabalhos iniciados por WANG et al.
(1991), com base na analise de isotransplantes de ilhotas em camundongos NOD
clinicamente diabéticos. Os autores demonstraram que, somente a deplegdo de células
CD4+, induzida ir vivo pelo AcMo GK 1.5, e nfo a de células CD8+, induzida pelo AcMo
116-13.1, seria capaz de proteger as ilhotas transplantadas de recidiva da doenga
auto-imune. Concluiram, entio que, se a cooperagio entre células T CD4+ e CD8+ ¢é
comprovadamente necessaria para iniciar a fisiopatologia do DMID, a destruigdo das
células 3 seria um processo inflamatorio, T CD4+ dependente. Agentes toxicos, como
radicais livres e/ou citocinas, seriam os provaveis mediadores da lesdo B, induzidos por
células T CD4+. A favor desta hipotese estaria a possivel sensibilidade diferencial das
células B a agdo destes agentes, um argumento amplamente explorado pelo grupo de

Copenhagen (MANDRUP-POULSEN et al., 1986).

BRADLEY et al. (1992) sustentou esta hipotese através do 1solamento, em
camundongos NOD, de um clone T CD4+ especifico contra ilhotas, capaz de destruir
isotransplantes de ilhotas in vivo, possivelmente por dano inflamatorio, sem requisi¢do de
células T CD8+. Estes dados ndo permitiram excluir, contudo, um recrutamento, in sifu, de

células T CD8+ do receptor.

Defendendo o papel de células T CD8+ como executoras finais da lesdo B, esta
outro grupo de pesquisadores (NAGATA & YOON, 1992, NAGATA et al, 1994), que
estabeleceram clones de células T CD8+ citotdxicos, a partir de ilhotas de camundongos
NOD, capazes de destruir células B in vifro. A transferéncia isolada destes clones a
camundongos NOD jovens nfo promoveu, porém, insulite ou diabetes clinico. O DMID

clinico ocorreu somente quando co-transferidos com células T CD4+.
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Recentes experiéncias de transferéncia do DMID em camundongos NOD
imunodeficientes, NOD-"nude" (MATSUMOTO et al, 1993) e NOD-"scid"
(CHRISTIANSON, SHULTZ, LEITER, 1993) foram concordantes ac demonstrarem que:
1) ambas subpopulagdes T CD4+ e CD8+ sdio necessarias para induzir DMID; 2) a
transferéncia isolada de células T CD4+ produz insulite, caracterizada, sobretudo, como
periinsulite; 3) a presen¢a de células T CD4+ no pancreas € necessaria, tanto para a
migragdo, como para a ativagdo de células T CD8+ nas ilhotas. Apesar de estar atualmente
corroborado que o desenvolvimento de insulite invasivo-destrutiva e DMID clinico sdo
CD4+ e CD8+ dependentes, a patogénese da destrui¢do final da célula 3 ndo esta ainda

esclarecida.

5.2.6. Perspectivas

A detalhada analise morfologica, realizada neste estudo, sobre a cinética de
evolucdo da insulite no modelo DMID-CI do camudongo NOD, constitui a base para a
modulagio de futuros protocolos de imuno-intervengao. Em primeiro lugar, a adaptagio de
novas janelas terapéuticas podera contribuir para a compreensio do processo final de
destruigdo da célula B pancredtica. Possiveis modelos para assim testar a participagdo dos
linfocitos T CD4+ seriam protocolos de intervengdo com AcMo depletante antiCD4,
iniciados em diferentes momentos ap6s a segunda dose de CI, e dimensionados a

progressdo da intensidade da insulite ¢ ao desenvolvimento do DMID clinico.

Em segundo lugar, a elaboragéo de associagdes terapéuticas poderia resultar em
beneficio clinico na indugfo de tolerincia, como demonstrado na prevengéo da rejeicio de
alotransplantes em camundongos, pela equipe de HWALDMANN. Estas associagGes
concernem a combinagio de AcMos, dirigidos nfo apenas contra diferentes epitopos do
mesmo antigeno de superficie das células T, como descrito com pares de antiCD4
depletantes (QIN et al., 1987), mas também contra as diferentes subpopulagdes T CD4+ e
CD8+ (QIN et al., 1989). Estas associagdes teriam, também, como objetivo, reduzir a dose
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total terapéutica de anticorpo requerida, por potenciar efeitos sinérgicos in vivo sobre as

células T.

Em terceiro lugar, seria importante analisar se a resposta terapéutica obtida ¢
intermediaria, ou seja, se existe protecdo transitoria ou permanenente ac DMID-CI. Para

tal, este estudo deveria ser complementado com:

a) maior tempo de observagfo experimental,

b) testes do estabelecimento da tolerincia, como a andlise das respostas a antigenos ndo
provenientes da célula B pancreitica (HUTCHINGS et al, 1992) e alotransplantes de
pele de diferentes graus de histocompatibilidade (SEMPE et al., 1991; MAKI et al,
1992; CHATENOUD et al., 1994), para observar-se o grau e especificidade da

imunossupressdo alcangada nos animais tratados com os AcMos descritos;

¢} inclusdo de estratégias com objetivo de tentar romper um provavel estado de tolerdncia

nos animais tratados, como a re-administrago de CI (PARISH et al., 1993).

Finalmente, os modelos: DMID-CI do camundonge NOD e os Protocolos de
Imuno-intervengéio do DMID-CI com os AcMos descritos, apresentam-se oportunos para o
estudo de mecanismos de tolerdncia periférica. A presenga crucial de células T, reguladoras
da resposta auto-imune contra B-antigenos, necessita ser elucidada. A analise quantitativa e
funcional das células T supressoras € passo fundamental para a compreensdo da
imunopatogénese do DMID e conseqiente adequagdo de protocolos imunoterapéuticos.
Seria importante dirigir os esforgos para o empreendimento de estratégias experimentais,
como a caracterizagio de marcadores de superficie celular, que permitam a posterior
identificagio fenotipica destas populagdes T supressoras no camundongo NOD. Assim
sendo, foi iniciada, no contexto deste estudo, a caracterizagdo do antigeno Rt-6 do
camundongo (VOLPINI et al.,, observagdo ndo publicada), cujo homologo, no rato, ¢
sabidamente um marcador de células T com fungic de regulagdo negativa da resposta

imunolégica, inclusive do DMID do rato BB (GREINER et al., 1987).
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Este estudo refor¢a a idéia de que a imunoterapia do DMID é uma area de
grandes progressos. Paralelamente aos avangos para caracterizar-se o auto-antigeno
primaro da doenca, sio evidentes os beneficios dos AcMos antiCD4 na inducgdo de
tolerincia, mesmo em fase avangada do processo auto-imune, explorada em nivel
experimental. Os ensaios em clinica humana tém demonstrado que se trata de um
tratamento em potencial, cuja importincia esta sendo focalizada com rigor pela
comunidade cientifica, para que se possa expandi-lo com critério (BACH, 1994b). O
carater ético dos protocolos imunoterapéuticos requer uma avaliagdo precisa dos riscos de
imunossupressdo e génese de neoplasias a que seriam expostos os pacientes, a médio e
longo prazo, comparados aos beneficios clinicos. Estes riscos séo, contudo, freqiientemente
dificeis de serem mensurados a priori, ¢ normas para o uso racional de diferentes

tratamentos imunologicos estdo sendo estudadas.

Por outro lado, € também evidente que a imuno-intervengdo do DMID deve ser
instalada em presenga de massa B pancreatica viavel e, é mais efetiva, quando iniciada
precocemente, em fase pré-clinica. Este fator implica no diagndstico precoce do DMID,
com determinagdo dos individuos de risco, baseando-se nos marcadores imunogenéticos e
metabolicos, padronizados internacionalmente. O perfil imunogenético do DMID, na
populagio brasileira, tdo heterogénea na sua composicéio étnica é, porém, pouco conhecido.
Fomentar tais estudos, em carater multicéntrico ¢, pois, um pré-requisito para que se possa

racionalizar a aplicag#io de protocolos de imuno-intervengio do DMID, no Brasil.
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I. Camundongos NOD machos e fémeas (linhagem de alta freqiiéncia de DMID clinico)

IL

apresentaram perfis evolutivos similares de insulite, induzidos apos uma ou duas doses
de ciclofosfamida {200 mg/kg/dose). Foi evidenciado um momento preciso no tempo de
progressdo uniforme de ilhotas apresentando insulite intensa (invasivo/destrutiva) e
paralela diminui¢io de ilhotas normais ou com periinsulite. Este momento, situado entre
0 7° e 0 14° dias apds a primeira dose de ciclofosfamida, foi considerado como o de
estabelecimento de doenca auto-imune no pancreas. Apesar do comparavel efeito sobre
a progressdo da insulite entre os modelos com uma e duas injegdes de ciclofosfamida, a
expressioc do DMID clinico foi significativamente aumentada pela segunda dose da
droga. A analise qualitativa do fenétipo dos linfocitos T presentes na insulite, induzida
pela ciclofosfamida, demonstrou similaridade com a insulite espontaneamente
desenvolvida por camundongos NOD fémeas. Os estadios iniciais de insulite foram
caracterizados por predominio de células T CD4+ e, os finais, por aumento na proporgo

de células T CD8+.

Foi caracterizada, no modelo de DMID acelerado por duas doses de ciclofosfamida, uma
janela para aplicagfio de protocolos terapéuticos, visando o tratamento do diabetes auto-
imune em fase avangada, pelo predominio de insulite intensa e inicio de DMID clinico.
O momento critico para comego da intervengdo localizou-se em torno do 10° dia apods a

primeira dose de ciclofosfamida.

III. Foi evidenciada a possibilidade de prevenir-se o DMID-CI clinico, utilizando-se

protocolo transitorio e de baixas doses com anticorpos monoclonais depletantes de
linfécitos T CD4+ e CD8+, em fase avangada de insulite. O tratamento isolado, com
anticorpo monoclonal antiCD4, impediu a progressio da insulite para as fases
evolutivas finais. O anticorpo monoclonal antiCD8 apresentou sucesso clinico similar
ao encontrado com antiCD4, apesar de ndo ter sido observado efeito de blogqueio na

evolugdo de insulite intensa.
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The NOD (non cbese diabetic) mouse is a model of spontaneous autoimmune
diabetes, in which expression of the hyperglycemic syndrome occurs between 20 and 25
weeks of age and is more common in females (about 60%) than in males (< 10%). A
progressive infiltration of the islets of Langerhans by lymphomononuclear cells (insulitis)
preceeds the development of the clinical diabetes condition in both sexes. This diabetes is

mediated by CD4+ and CD8+ T cells with autoreactivity against B cells.

Cyclophosphamide (CY) administered to eight week-old NOD mice induces
clinical diabetes in males and accelerates its development in females, probably by depleting
the T suppressor cells of diabetogenic mechanisms. CY-induced insulin-dependent diabetes
mellitus model (CY-IDDM) provides a useful experimental approach for investigating the
application of therapeutic protocols in the initial phase of the autoimmune process. The aim
of the present study was to examine the role of an intervention in advanced insulitis phase

of CY-IDDM in NOD mice with depleting anti-CD4 and anti-CD8 monoclonal antibodies
(MoAbs).

The evolution of the insulitis induced by cyclophosphamide was initially
characterized by administering two doses of 200 mg/kg separated by a 14-day interval in
order to determine the appropriate therapeutic window. The histological analysis of
insulitis in male and female NOD mice yelded similar results for both sexes and showed
that the period of rapid progression of advanced invasive/destructive insulitis was

paralleled by a reduction in the number of normal or peri-insulitis islets. This period of

insulitis development ocurred between the 7th and the 14th day after the first CY injection
and was considered to represent the establishing of the immunopathologic process in the
pancreas. The clinical expression of IDDM was significantly increased within two weeks
after the second CY dose (80% in both sexes). Based on immunohistochemical analysis the
CY-induced insulitis showed a phenotypic evolution similar to that spontaneously
developed in NOD mice with the predominance of CD4+ T cells in the initial phase and an

increased proportion of CD8+ T cells in the advanced phase.
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CY-induced IDDM could be prevented by treating the mice with depleting anti-
CD4 and anti-CD8 MoAbs. This treatment was initiated at a critical moment in the
progress of the invasive/destructive insulitis (10 days after the first CY dose). Therapeutic
success was achieved with in a short time (10 days) and at low total doses of MoAbs (0.5 to

1.25 mg/mouse). Anti-CD4 but not anti-CD8 MoAbs prevented the insulitis from evolving
to its final stages.

These results clearly indicate the potential clinical usefulness of anti-CD4 and
anti-CD8 MoAbs in abolishing or neutralizing the activity of specific subpopulations

involved in the autoimmune destruction of B cells.
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