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RESUMO

CORREIA, C.A. Influéncia de Linfécitos B-1 na Dinadmica de Leucocitos de Animais
Deficientes da Tirosina Quinase de Bruton (XID). Orientador: Débora Decoté Ricardo de
Lima 2020. 36 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2020.

A inflamacdo é uma reacdo fisiologica do organismo a um agente agressor e pode ser
desencadeada por uma infeccdo e/ou por uma injuria. A fase aguda desse processo € uma
resposta rapida e ocorre nos primeiros minutos e horas ap6s o reconhecimento do patégeno.
Sua resolucdo geralmente resulta na eliminacdo dos agentes infecciosos e reparo da
arquitetura e fungdo normais dos tecidos. A fase cronica se instaura quando as tentativas de
restabelecimento da homeostase ndo sdo bem-sucedidas. Muitas vezes, apenas a acao dos
fagdcitos é suficiente para conter a inflamacdo, entretanto, se o estimulo nocivo perdurar,
outros agentes do sistema imunologico sdo acionados, configurando a inflamacdo dentro da
resposta adaptativa. As células dendriticas fazem a ligacdo entre a resposta imune inata e a
adaptativa, pois sdo especializadas em processar e expor fragmentos dos antigenos para 0s
linfocitos T. Esses, por sua vez, auxiliam na ativacdo de linfdcitos B, que sdo células capazes
de produzir e secretar anticorpos e formar células de memdria. Os linfocitos B-1 constituem
uma subpopulacdo de linfocitos B e tém como caracteristicas a produgdo de anticorpos
naturais, apresentacdo de antigenos aos linfocitos T e a liberagcdo de varias citocinas, dentre
elas a citocina anti-inflamatéria IL-10. Assim, eles tém o potencial de modular a resposta
inflamatdria. Neste trabalho, n6s avaliamos a dindmica populacional dos leucdcitos no sangue
e na cavidade peritoneal de camundongos BALB/c e XID durante a resposta inflamatoria
aguda desencadeada por LPS. Para isso, usamos camundongos XID, cujo peritbnio é um
ambiente com pouquissimos linfocitos B-1. Nossos resultados revelaram que o0s animais XID,
espontaneamente, tem um nudmero elevado de neutrofilos no sangue periférico e essa
populacéo fica ainda maior ap6s a estimulacdo com LPS. Concomitantemente, altos niveis de
IL-6 foram detectados. Além disso, a cavidade peritoneal desses animais também tem
quantidade maior de neutréfilos, em comparacdo com camundongos BALB/c. Esse dado nédo
sofre alteracdo apds estimulacdo em nossas condicdes experimentais. Nos ensaios com
fagdcitos, observamos que o nimero de macréfagos capazes de fagocitar é estatisticamente
igual entre BALB/c e XID, mas o numero de leveduras internalizadas € menor no grupo XID
LPS+IFN-y. Isso sugere uma maior atividade microbicida dos macrofagos desses
camundongos. Esse resultado é corroborado pela dosagem de nitrito no sobrenadante das
culturas, na qual os macrofagos XID estimulados produziram mais éxido nitrico que o grupo
controle. Nossos resultados, em conjunto, sugerem uma habilidade em desenvolver resposta
inflamat6ria mais intensa nos camundongos XID em comparacdo com camundongos
BALBI/c, provavelmente devido a baixa producdo da citocina anti-inflamatéria 1L-10. Logo,
nossa analise reporta pela primeira vez que camundongos XID possuem numero aumentado
na populacdo de neutrofilos no sangue e cavidade peritoneal, quando comparado com
BALB/c, indicando a importancia dos linfocitos B-1 na modulacéo da resposta inflamatéria e
sugerindo que esses possam ser futuros alvos de investigagdes em estratégias de imunoterapia.

Palavras-chave: Linfécitos B-1, inflamag&o, modulacéo.



ABSTRACT

CORREIA, C.A. Influence of B-1 Lymphocytes on the Leucocyte Dynamics of Bruton’s
Tyrosine Kinase Deficient animals (XID). Professor: Débora Decoté Ricardo de Lima 2020.
36 p. Dissertation (master’s degree in Veterinary Sciences) — Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, 2020.

Inflammation is a physiological reaction of the body to an offending agent and can be
triggered by infection and/or injury. The acute phase of this process is a rapid response and
occurs in the first minutes and hours after pathogen recognition. Its resolution usually results
in the elimination of infectious agents and repair of the normal tissue architecture and
function. The chronic phase begins when attempts to restore homeostasis are unsuccessful.
Often, the action of phagocytes is sufficient to contain inflammation, however, if the harmful
stimulus lasts, other agents of the immune system are activated, configuring the inflammation
within the adaptive response. Dendritic cells make the connection between the innate and
adaptive immune responses, as they are specialized in processing and exposing fragments of
antigens to T lymphocytes. These, in turn, assist in the activation of B-lymphocytes, which
are cells capable of producing and secrete antibodies and form memory cells. B-1
lymphocytes are a subpopulation of B-lymphocytes, characterized by the production of
natural antibodies, presentation of antigens to T lymphocytes and the release of various
cytokines, including the anti-inflammatory cytokine 1L-10. Thus, they have the potential to
modulate the inflammatory response. In this work, we evaluated the population dynamics of
leukocytes in the blood and in the peritoneal cavity of BALB/c and XID mice during the acute
inflammatory response, triggered by LPS. Thus, we used XID mice, whose peritoneum is an
environment with very few B-1 lymphocytes. Our results revealed that XID animals
spontaneously have a high number of neutrophils in peripheral blood and this population is
even greater after stimulation with LPS. Concomitantly, high levels of IL-6 were detected. In
addition, the peritoneal cavity of these animals also has a greater amount of neutrophils,
compared to BALB/c mice. This data does not change after stimulation in our experimental
conditions. In phagocyte assays, we found out that the number of macrophages capable of
phagocyting is statistically equal between BALB/c and XID, but the number of internalized
yeasts is lower in the XID LPS+IFN-y group. This suggests an increased microbicidal activity
of the macrophages of these mice. This result is corroborated by the dosage of nitrite in the
culture supernatant, in which the stimulated XID macrophages produced more nitric oxide
than the control group. Our results together suggest an ability to develop a more intense
inflammatory response in XID mice compared to BALB/c mice, probably due to the
impairment in the production of the anti-inflammatory cytokine IL-10. Therefore, our analysis
reports for the first time that XID mice have an increased number of neutrophil populations in
the blood and peritoneal cavity when compared to BALB/c, indicating the importance of B-1
lymphocytes in modulating the inflammatory response and suggesting that these may be
future targets of investigations in immunotherapy strategies.

Keywords: B-1 lymphocytes, inflammation, modulation.



LISTA DE ABREVIACOES

APC Células apresentadoras de antigenos

B-1CDP Fagdcitos derivados de células B-1

BALB/c Linhagem de camundongo albino isogénico
BCR Receptor de células B

BLIMP-1 Proteina indutora da maturacdo de linfocitos B
Breg Linfocitos B regulatorios

BTK Tirosina quinase de Bruton

C57BL/6 Linhagem de camundongo isogénico

Linhagem de camundongo isogénico utilizado em experimentos de

CBA
leucogénese
CD Grupo de diferenciagéo
Célula NK Célula assassina natural
CEUA Comisséo de ética no uso de animais
COX-2 Cicloxigenase 2
DAMPs Padrdes moleculares associados a danos
DNA Acido desoxirribonucleico
ELISA Ensaio imunoenzimatico
FACS Classificador de células ativadas por fluorescéncia
ICAM-1 Molécula de adesdo intercelular 1
IFN—y Interferon gama
IgA Imunoglubulina A
IgD Imunoglobulina D
IgM Imunoglobulina M
IL Interleucina
INOS Oxido nitrico sintase induzida
LPS Lipopolissacarideo
Ly-1 Marcador de superficie (CD5)
MHC Complexo principal de histocompatibilidade
NETs Armadilhas extracelulares dos neutrofilos
NF-xB Fator de transcri¢ao nuclear xappa B
NO Oxido nitrico

PAMPs Padrdes moleculares associados a patégenos



PBS Phosphate Buffered Saline

PtC Fosfatidilcolina

RPM Rotacdes por minuto

SBF Soro bovino fetal

slgD Imunoglobulina D de superficie
slgM Imunoglobulina M de superficie
TCD4 Linfocitos T CD4

Thl Linfocito T auxiliador 1

Th17 Linfécito T auxiliador 17

TLR Receptor semelhante ao Toll
TNF-a Fator de necrose tumoral- alpha
VCAM-1 Proteina de adesdo vascular 1
XID Linhagem de camundongo isogénico deficiente em linfdcitos B-1

XLA Agamaglobulinemia ligada ao cromossomo X
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1 INTRODUCAO

A inflamacdo € uma reacdo fisiolégica do organismo a uma injuria. Pode ser
desencadeada por uma infecc@o ou por um dano nos tecidos e, na regido afetada, apresentam-
se 0s sinais de dor, calor, rubor e edema, com possibilidade de evoluir para a perda da funcao
dos tecidos. Sua resolucdo geralmente é répida, resultando na eliminacdo de agentes
infecciosos, reparo tecidual e plena recuperacdo da funcdo normal dos 6rgdos e de seus
componentes (IQBAL et al., 2016).

O reconhecimento de microrganismos potencialmente nocivos ao organismo é de
fundamental importancia para a manutengdo da vida. Tal processo é realizado pelos
macrofagos e mastocitos residentes nos tecidos ou por células epiteliais do hospedeiro, que
detectam os componentes extracelulares comuns a diversos microrganismos, conhecidos
como padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPSs). Sinais enddgenos, como morte
celular por necrose, tecidos danificados ou isquémicos e eventos traumaticos também
disparam sinais de alerta. Esses sdo os padrdes moleculares associados a danos (DAMPS), que
também ativam o processo de inflamacéo (TANG et al., 2012).

A inflamacdo pode ser classificada como aguda ou cronica, dependendo do tempo de
duracdo, dos mediadores e das células envolvidas. A fase aguda é uma resposta rapida e
ocorre nos primeiros minutos e horas apos o reconhecimento do patégeno. A fase cronica se
estabelece quando o estimulo danoso ndo cessa ap0Os as tentativas de restabelecimento da
homeostase (MEDZHITOV, 2008; RAJAEE et al., 2018).

Nos momentos iniciais da resposta inflamatéria aguda, o didmetro dos vasos
sanguineos adjacentes a regido lesionada aumenta e as células endoteliais dos capilares se
afastam, favorecendo a infiltracdo de mondcitos e neutrdfilos nos tecidos afetados. Essas
células sdo ativadas e recrutadas mediante a acdo de fatores sollveis produzidos e liberados
no local da inflamacéo (GIL, 2002; HAWIGER; ZIENKIEWICZ, 2019).

Os neutréfilos fazem parte do sistema imunoldgico inato e sdo um dos primeiros tipos
celulares a chegarem no local da inflamacdo (NEMETH et al., 2020). Quando maduros,
possuem de 7 a 10um de didmetro, citoplasma repleto de granulos e constituem a maior
populacdo de leucdtcitos circulantes em humanos (entre 50 e 70%). Em camundongos,
compreendem de 12 a 25% dos leucdcitos presentes no sangue (LIEW; KUBES, 2019).

Ao alcancarem o tecido afetado, os neutrofilos detectam e fagocitam patdgenos e 0s
destroem no interior dos fagolisossomos, através de oxidantes, proteases e da queda brusca do
pH dentro dessas vesiculas (KUBES, 2018). Outra estratégia é o lancamento das redes
extracelulares dos neutrdfilos (NETs), formadas pelo DNA, histonas e proteases dos
neutrofilos que, ao serem lancados no meio extracelular, contribuem para a defesa do
hospedeiro ao conter a propagacao dos patogenos (MANFREDI et al., 2018).

Os neutrofilos também podem modular a inflamacdo através da secrecdo de
mediadores solUveis, como as citocinas pro-inflamatdrias IL-1B, IL-6, TNF-o e IFN-y e
quimiocinas (IL-8), que recrutam outros neutrofilos e macréfagos para o sitio da inflamagéo
(ZHANG et al., 2018). O fator de transcri¢do nuclear kB (NF-kB) desempenha papel central
na regulacdo de expressdo dos genes que codificam essas citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias, além de moléculas de adesdo (VCAM-1 e ICAM-1), fatores de crescimento e
enzimas como a cicloxigenase-2 (COX-2) e a 6xido nitrico sintase (iNOS) (MAKAROQV,
2000; VARELA et al., 2018).

Muitas vezes, apenas a agdo dos fagdcitos € suficiente para a resolucdo do problema.
O reparo tecidual € iniciado, restaurando a forma normal do tecido ou formando cicatrizes de
tecido conjuntivo (FEEHAN; GILROY, 2019). Entretanto, se o estimulo nocivo ndo for
eliminado, outros agentes do sistema imunologico entram em cena, configurando a



inflamacg&o dentro da resposta adaptativa. Nesse contexto, os neutréfilos ddo lugar a células
que iniciam um combate especifico e eficaz contra os microrganismos invasores. As células
dendriticas sdo células apresentadoras de antigenos profissionais (APC), portanto
especializadas em processar e expor fragmentos dos antigenos para os linfocitos T. Dessa
forma, estabelecem uma ponte entre a imunidade inata e a imunidade adaptativa (SAID;
WEINDL, 2015). Os linfécitos T, por sua vez, auxiliam na ativacdo de linfécitos B, que séo
capazes de produzir e secretar anticorpos e formar células de memdria. Se ainda assim a
infeccdo ou o corpo estranho persistirem no organismo, um estado crénico de inflamacéo se
instaura, muitas vezes levando a formacdo de granulomas e de tecidos linfoides terciérios
(MEDZHITOV, 2008). Portanto, novas estratégias visando ao controle da inflamacdo e de
seus desdobramentos tem sido alvo de interesse de muitos trabalhos cientificos, visto que o
uso de farmacos convencionais, por vezes, ndo atende a demanda dos pacientes, devidos aos
mdaltiplos efeitos colaterais.

Dessa forma, a modulacdo do processo inflamatério através de componentes do
sistema imunoldgico desponta como uma alternativa promissora. Os linfécitos B-1, uma
subpopulacdo de linfocitos B que reside nas cavidades serosas de camundongos, sao capazes
de secretar moléculas com acdo moduladora, tanto da resposta inflamatoria aguda, quanto
crbnica e representam uma estratégia alvo de imunomodulacéo (AZIZ et al., 2015).

Os linfocitos B-1 apresentam muitas particularidades quando comparadas aos
linfécitos B convencionais, como caracteristicas fenotipicas, ontogénicas e funcionais Unicas
(MONTECINO-RODRIGUEZ; DORSHKIND, 2006). O fendtipo dos linfocitos B-2 €
CD19, CcD27%>° e |gD de superficie (slgD)?® (TANAKA et al., 2018). Por sua vez, 0s
linfocitos B-1 sdo caracterizados pela expressdo de CD45R (B220)*™°, IgM de superficie
(slgM)©, sigDP¥*° ¢ CD19%®, Os linfécitos B-1 ainda podem ser subdivididos em B-1a e B-
1b, de acordo com a expressdo de CD5. Linfdcitos B-1a expressam a molécula CD5, enquanto
0s B-1b, ndo a expressam (TUNG et al., 2004).

Os leucdcitos presentes na cavidade peritoneal dos camundongos selvagens sao
linfocitos T (5-10%), macréfagos (30%) e linfécitos B (50-60%). As subpopulagfes de
linfécitos B se dividem em B convencionais (26,3%) e B-1 (66,1%). Dentro da subpopulacédo
B-1, 50,9% sé&o B-1b e 26,4% B-1a (RAY; DITTEL, 2010). Mastdcitos, neutrofilos e células
NK também podem ser encontrados nesse microambiente (MEURER et al., 2016;
ARNARDOTTIR et al., 2013; GONZAGA, 2011).

A deficiéncia de linfocitos B tem sido frequentemente associada a um
comprometimento da imunidade no combate a infeccdes. Individuos portadores de
agamaglobulinemia ligada ao cromossomo X (XLA) apresentam uma mutacdo no gene
responsavel por codificar a tirosina quinase de Bruton (BTK), proteina essencial para o
desenvolvimento e sobrevivéncia de linfocitos B (SINGH et al., 2018). Logo, no contexto
dessa doenca herdada geneticamente, os anticorpos estdo praticamente ausentes no soro, o0 que
deixa o organismo suscetivel a infeccdes bacterianas (SIMAO-GURGE et al., 2017).

Existe um modelo murino que apresenta um estado de vulnerabilidade semelhante a
XLA que se manifesta em humanos. Os camundongos da linhagem BALB/c XID também
apresentam mutacao no gene responsavel pela BTK e sdo quase completamente desprovidos
de linfdcitos B-1. Esses animais tém sido utilizados em muitos estudos que buscam elucidar a
funcdo dessas células em diversos modelos de infeccdo (MUKHOPADHYAY et al., 1999;
POPI et al., 2008; ARCANJO et al., 2017).

Em doencas inflamatorias e infecciosas, nas quais normalmente se observam padrdes
inflamatorios exacerbados, a presenca de linfocitos B-1 parece exercer papel protetor, porém
muitos aspectos necessitam ser esclarecidos. Pouco se sabe sobre a influéncia dessas células
na dindmica populacional em seus sitios de prevaléncia, nomeadamente o peritbnio e a
cavidade pleural, na ocorréncia de um estimulo inflamatorio. Conhecer esse aspecto pode



abrir novas frentes para o desenvolvimento de estratégias de imunoterapia para doencas
inflamatdrias de grande comprometimento, que prejudicam a qualidade de vida de muitas
espécies animais.

1.1 Linfécitos B-1

Reconhecidos pela sua capacidade de secretar anticorpos e de apresentar antigenos aos
linfécitos T, os linfécitos B podem ser classificados em duas subpopulacdes: linfocitos B-1 e
linfocitos B-2 (ou convencionais). Entre essas, os linfocitos B-2 sdo 0s mais abundantes no
organismo e estdo presentes em orgdos linfoides secundarios, como linfonodo e baco, para
onde migram apos sua génese nas células tronco hematopoiéticas presentes na medula 6ssea
(VALE et al., 2015). Em contrapartida, os linfocitos B-1 compdem uma parte muito pequena
do compartimento de células B (cerca de 2%) e residem preferencialmente na cavidade
peritoneal e na pleura de camundongos adultos, onde sua populacdo é mantida por
autorrenovacao (LALOR et al., 1989; BAUMGARTH, 2017).

Entre a populacdo de linfécitos B peritoneais, os linfocitos B-1 compreendem
tipicamente 60 a 80% do seu numero total. Todavia, a porcentagem de linfocitos B-1 pode
apresentar uma diferenca entre as linhagens de camundongos. Por exemplo, nos camundongos
BALBI/c, linfocitos B-1 constituem mais de 80% dos linfécitos B peritoneais, enquanto em
CBA e C57BL/6 compdem 60 a 70%. Também existem diferencas nas proporcdes relativas
entre B-1a e B-1b. Em camundongos BALB/c, a propor¢do de B-1a:B-1b é 2:1; enquanto, no
CBA e na linhagem C57BL/6 a proporcao € mais proximo de 1:1 (STALL et al., 1996).

Desde a sua descoberta no inicio dos anos 80, os linfdcitos B-1 tem intrigado cientistas
em todo o mundo, devido a suas caracteristicas peculiares. Hayakawa et al. (1983)
descreveram-os como linfocitos “parte T e parte B”; pois, apesar de as células apresentarem
todas as proteinas de superficie comuns aos linfocitos B-2, também expressavam CD5 (Ly-1,
na época), marcador, até entdo, restrito a linfécitos T. Dentre suas outras particularidades, ao
contréario dos linfécitos B convencionais, essa populacdo ndo depende da ativacdo promovida
por linfocitos T para iniciar a producdo de anticorpos (HOFFMAN et al., 2015) e mantem seu
namero estavel por autorrenovacdo (HARDY; HAYAKAWA, 2015).

Com o passar dos anos e o aprimoramento das tecnologias de investigacao cientifica,
foi possivel averiguar uma divisdo entre os linfécitos B-1, delimitada pela expressao de CD5.
Os dois tipos, B-la (CD5*) e B-1b (CD5) compartilham as mesmas caracteristicas
fenotipicas, exceto a expressdo desse marcador de superficie (BAUMGARTH, 2011). Além
da diferenca fenotipica, os dois subtipos sdo distintos em relacdo a producdo de anticorpos. O
linfocito B-la é responsavel pela secrecdo de anticorpos naturais sem necessidade de
exposicdo prévia ao antigeno, ja o linfocito B-1b depende de um primeiro contato para
complementar a defesa contra patdgenos. (MONTECINO-RODRIGUEZ; DORSHKIND,
2006).

Desse modo, através da producdo espontanea de IgM, as subpopulagdes de linfocitos
B-1 se mostram como uma importante fonte de anticorpos naturais e promovem uma primeira
barreira de defesa contra microrganismos (Figura 1), antes mesmo desses serem capturados
pelos fagdcitos e apresentados aos linfocitos T (SAVAGE; BAUMGARTH, 2015). Os
linfécitos B-1 também contribuem para o controle da microbiota intestinal e da protecdo de
mucosas, pois produzem IgA independentemente de estimulacdo prévia (MEYER-
BAHLBURG, 2015).
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Figura 1. Producdo continua de anticorpos naturais por linfécitos B-la. IgM natural é secretada
espontaneamente pelos linfocitos B-1 independente de contato prévio com o patégeno ou de ativagdo por
linfécitos T. Adaptado de VALE et al., 2015.

Outra caracteristica fascinante dos linfocitos B-1 é a sua plasticidade, uma vez que
podem se diferenciar em células semelhantes a fagocitos (Figura 2), apesar de ndo serem
descendentes de uma linhagem mieléide. Os fagdcitos derivados de células B-1 (B-1CDP) sao
capazes de fagocitar antigenos opsonizados, produzem oxido nitrico (NO) e também atuam
como bons apresentadores de antigenos para os linfocitos T. Além disso, os B-1CDP retém
marcadores tanto da linhagem linfoide quanto da mieloide, que podem ser utilizados na sua
identificacdo (LOPES; MARIANO, 2009). Sendo assim, os B-1CDP podem participar
ativamente do processo inflamatério, migrando da cavidade peritoneal onde residem em
direcéo aos focos da inflamagéo (POPI, 2015).

lOut-.

Figura 2. Fagocitos derivados de células B-1 (B-1CDP). Microscopia eletronica evidenciando a morfologia
dos B-1CDP (POPI et al., 2015).



1.2 Desenvolvimento dos Linfécitos B-1

Depois da descoberta e caracterizacéo fenotipica das células B-1, dois modelos foram
propostos para explicar sua origem: modelo de linhagem e modelo de selecdo (Figura 3).
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Figura 3. Modelos propostos para a origem e desenvolvimento dos linfécitos B-1. No modelo de linhagem,
um progenitor especifico de linfocitos B-1 d& origem a toda a populagéo, antes mesmo da interacéo do seu BCR
com os antigenos especificos. Em contrapartida, no modelo de selegdo existe um progenitor comum a linfécitos
B-1 e B-2 e 0 comprometimento com a linhagem B-1 ocorre somente apds a expressdo do BCR e sua interacdo
com antigenos especificos de linfécitos B-1. Adaptado de MONTECINO-RODRIGUEZ; DORSHKIND, 2006.

O modelo de linhagem afirma que os linfécitos B pertencem a progenitores distintos,
com o comprometimento para se tornarem B-1 ou B-2 ja estabelecido antes da expressao do
BCR. Em seu trabalho de revisdo sobre o0 modelo de linhagem, Kantor e Herzenberg (1993)
propuseram a teoria do sistema imunoldgico em camadas, no qual as linhagens separadas de
progenitores de B-1 e B-2 surgem em tempos diferentes durante o desenvolvimento do
camundongo. Segundo esse modelo, com algumas adi¢Ges, os linfocitos B-1 aparecem
durante as primeiras semanas da embriogénese dos camundongos, a partir de células
progenitoras presentes no saco vitelinico e na esplancnopleura, que tém a habilidade de
diferenciacdo em B-1, mas ndo em B-2. Logo, pode-se inferir que a linfopoiese, a partir
desses tecidos embrionarios, configura uma primeira onda de desenvolvimento de linfdcitos
B-1, que ocorre antes do surgimento dos progenitores de B-2. A atividade dos progenitores
linfoides comuns, que se diferenciam tanto no compartimento B-1, quanto em linfocitos B-2,
é caracteristica da segunda onda de formacdao dos linfdcitos B. Essa parte do desenvolvimento
é realizada no figado e na medula éssea fetal. Portanto, ao nascer, o camundongo ja tem
praticamente toda a sua populacdo de linfdcitos B-1 formada. Apesar disso, a producédo de B-
1 ndo é completamente interrompida apds o nascimento, pois ainda ha atividade linfopoiética
na medula 6ssea dos neonatos. Todavia, seu nimero é reduzido proporcionalmente a cada
semana pos-nascimento, conforme outras populagdes de linfécitos vao se estabelecendo. Na
fase adulta, a populacdo de linfocitos B-1 se mantem majoritariamente por autorrenovagao
(MONTECINO-RODRIGUEZ; DORSHKIND, 2012).

O segundo modelo proposto para explicar a origem dos linfécitos B-1, o modelo de
selecdo, estabelece que os progenitores comuns de ambas linhagens de linfécitos B séo
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instruidos pelo BCR, ja formado, a se diferenciarem em B-1 ou B-2, dependendo do
reconhecimento de antigenos proprios e de antigenos de microrganismos e da interacdo com
linfocitos T (HAUGHTON et al. 1993). Apesar de ser, notadamente, uma visdo alternativa ao
modelo de linhagem, o modelo de selecdo ndo exclui a possibilidade do comprometimento
das células progenitoras antes da constituicdo do BCR.

1.3 Ativacao dos Linfécitos B-1

Os linfécitos B s@o capazes de reconhecer os antigenos capturados pelas APC através
de seu BCR. Quando isso ocorre, uma sequéncia de reacdes bioquimicas promove rearranjos
estruturais no citoesqueleto dessas células, permitindo que o antigeno seja internalizado e
processado, visando a apresentacdo para as células T auxiliares (TOLAR, 2017). Em uma
resposta T-dependente, os linfocitos B-2 comecam a proliferar ap6s sua ativagdo e
ocasionalmente trocam o isotipo de sua imunoglobulina. Podem se diferenciar em células
secretoras de anticorpos (plasmacitos), que migram para a medula 6ssea, onde oferecem
protecdo ao hospedeiro através da secrecdo continua de anticorpos ou de células de memoria.
Esses linfécitos B de memdria circulam pelos vasos sanguineos por semanas, ou até mesmo
por anos, até encontrar o antigeno para o qual seu BCR é especifico. Quando isso acontece,
promovem umOa resposta muito mais rapida e eficaz contra esse mesmo antigeno conferindo,
assim, uma protecdo de longo prazo ao organismo (TREANOR, 2012).

Os linfocitos B-1 ndo se multiplicam atraves da estimulagdo especifica do BCR,
portanto, estimulos independentes do BCR podem ocorrer via citocinas, contato com bactérias
ou agonistas de TLR. Esses sinais promovem a emigracao instantanea de linfocitos B-1 da
cavidade peritoneal para o omento, linfonodos adjacentes ao periténio, lamina propria do
intestino ou para 0 bago. A ativacdo induz a secrecdo de IgM e IgA que protegem o
hospedeiro de patdgenos presentes na corrente sanguinea ou nas mucosas (BAUMGARTH,
2011).

A proteina indutora da maturagdo de linfdcitos B (BLIMP-1) é considerada chave na
regulacdo da diferenciacdo de linfécitos B em plasmacitos. Os linfocitos B-2 expressam
BLIMP-1 durante sua ativacdo e diferenciacdo em células produtoras de anticorpos,
caracteristica compartilhada com linfécitos B-1 ativados, que produzem altas concentracdes
de IgM natural a partir da medula dssea e baco dos camundongos (BAUMGARTH, 2011).

1.4 Papel Imunomodulador dos Linfécitos B-1

Por muito tempo a contribui¢do dos linfocitos B-1 foi relacionada apenas a producao
de anticorpos naturais, mas, com o avanco das pesquisas, ficou claro que eles participam da
modulacdo de diversos fendmenos imunolégicos. O papel dos anticorpos naturais ndo se
limita a contencdo de organismos potencialmente patogénicos. Eles também séo responsaveis
pelo reconhecimento e remogéo de células apoptéticas pelas células dendriticas, devido a sua
afinidade com compostos resultantes da degradagédo celular, por exemplo, fosfatidilcolina
(PtC), fosforilcolina e malondialdeido. Portanto, ao auxiliar na “limpeza” de debris celulares,
os anticorpos secretados pelos linfocitos B-1 evitam o desencadeamento de resposta
inflamatdria nos tecidos (BAUMGARTH, 2013).

Uma maneira alternativa de controle do processo inflamatério € a regulacdo da
atividade dos macrofagos, haja vista que os linfocitos B-1 sdo fonte da citocina anti-
inflamatoria 1L-10. Nesse contexto, os fagocitos de camundongos normais tém a producdo de
oxido nitrico e perdxido de hidrogénio (fundamentais no combate a microrganismos) reduzida
em comparagao com os animais XID, que sdo deficientes em linfocitos B-1. Em contrapartida
ao seu papel regulatorio, quando a intencédo é impedir uma resposta inflamatoria exacerbada, a



liberacdo de 1L-10 pode ter papel permissivo nas infeccOes, devido a supressdo da resposta
dependente de linfécitos T e da acdo dos macréfagos (POPI et al., 2004).

Além da producéo de anticorpos naturais e de citocinas que modulam a inflamac&o, o0s
linfécitos B-1 também sdo bons apresentadores de antigenos para os linfocitos T. A
capacidade de promover a proliferacdo de linfdcitos T é corroborada pela expressdo de MHC
classe Il, CD80 e CD86 na membrana de linfécitos B-1. A interacdo entre essas células induz,
na maioria dos casos, um perfil pro-inflamatorio (Thl ou Th17) nos linfocitos T ativados
(POPI et al., 2016).

Apesar de bem estabelecida em camundongos, a existéncia da subpopulagdo B-1 em
humanos permanece sob intenso debate. Griffin et al. (2011a) identificaram uma populacéo
de linfocitos B, presentes no corddo umbilical e no sangue periférico humano, caracterizadas
pelo fen6tipo CD20" CD27* CD43* CD70". Essas células produzem anticorpos naturais e séo
boas apresentadoras de antigenos para os linfécitos T, portanto, foram apontadas como
provaveis homologas dos linfécitos B-1 encontrados nas cavidades serosas dos camundongos.

Griffin et al. (2011b), dividiram os supostos linfécitos B-1 humanos em duas
subpopulacBes, usando a expresséo do marcador CD11lb como fator diferencial.
Morfologicamente idénticas, a principal distincdo é em relacdo a funcdo, uma vez que as
células CD11b" sdo especializadas na secrecdo de IgM natural e as CD11b* sdo melhores
apresentadoras de antigenos para os linfécitos T, visto que também expressam a molécula co-
estimulatoria CD86. Apesar de sua influéncia na proliferacdo dos linfécitos T, os linfdcitos B-
1 CD11b" também produzem de maneira espontanea a citocina IL-10, conhecida por sua
funcdo anti-inflamatoria e supressora da ativacdo de linfocitos T (GRIFFIN; ROTHSTEIN,
2012). A relacéo entre esses dois tipos celulares também se reflete na defesa primaria contra
microrganismos na cavidade peritoneal humana, uma vez que linfocitos T CD4* CD493®°
presentes nesse sitio auxiliam os linfocitos B-1 na producgdo de anticorpos. Porém, os autores
desse estudo consideram que marcadores mais confiaveis para esse tipo de linfécitos T devam
ser estudados (LEE et al., 2018).

Embora os supostos linfocitos B-1 humanos nao sejam idénticos fenotipicamente aos
murinos, eles desempenham fungdes muito semelhantes nos quesitos defesa inata contra
patdgenos invasores e na “limpeza” de debris celulares. Também foi estabelecido que os
linfécitos B-1 encontrados em humanos também declinam sua producdo de anticorpos
conforme a idade avanca, aumentando a suscetibilidade a infec¢cBes em individuos idosos
(ROTHSTEIN et al., 2013).

1.4.1 Imunomodulacdo em doencas infecciosas

As caracteristicas imunomodulatérias dos linfocitos B-1 despertaram o interesse dos
pesquisadores sobre como elas podem ajudar na protecdo contra diversos patogenos.
Pesquisas sobre o papel das citocinas e dos anticorpos naturais liberados pelos linfocitos B-1
mostraram que a presenca desses pode ser tanto benéfica, quanto promover uma evolugéo
indesejada da infeccao.

O género Influenza é o principal responsavel pela gripe em mamiferos e, durante o
curso da infecdo, os anticorpos naturais secretados pelos linfocitos B-1 auxiliam na
eliminacdo desses virus em camundongos. A partir dos linfonodos adjacentes ao sistema
respiratério dos animais, a producdo de IgM confere uma protecdo local de maneira ndo
especifica, independente de ativacdo pelos linfocitos T (CHOI;, BAUMGARTH, 2008).
Entretanto, para o grupo dos Gamaherpesvirus, os linfécitos B-1b se mostraram mais
propensos a infeccdo do que os linfocitos B-1a e macréfagos peritoneais (REKOW et al.,
2016).



Em casos de pneumonia causada pela bactéria Streptococcus pneumoniae, a presenca
de B-1 é benéfica. Essas celulas migram da cavidade peritoneal para o parénquima pulmonar
e nesse ambiente os anticorpos naturais, mantidos em sua estrutura original, protegem o
organismo (HAAS et al., 2005). Em contrapartida, em relacdo a bactéria Franciscella
tularensis, o linfocito B-1 permite o desenvolvimento da infec¢do. Isso ocorre devido a
producdo de IL-10, citocina que favorece uma condi¢do anti-inflamatoria na qual as cepas
virulentas podem se multiplicar (CRANE et al., 2013).

Nas infeccBes por protozoarios do género Leishmania, a acdo dos linfécitos B-1
atrapalha a resolucdo clinica. Em modelos experimentais com Leishmania major foi
constatado 0 aumento no nimero da forma amastigota dentro dos macrofagos infectados e
esse fato foi atribuido a producgdo de IL-10 pelos linfécitos B-1 (ARCANJO et al., 2017a).
Tendo em vista que os fagocitos sdo os principais tipos celulares infectados por Leishmania,
demonstrou-se que B-1CDP € mais suscetivel ao parasito do que macré6fagos peritoneais
(ARCANJO et al., 2015). Em concordancia com os relatos anteriores, os macréfagos
peritoneais dos camundongos XID (deficientes em linfocitos B-1) sdo mais resistentes a
infeccdo por Leishmania infantum chagasi (ARCANJO et al., 2017b). Portanto, pode-se
inferir que os fagdcitos dos camundongos de fendtipo selvagem sdo mais suscetiveis a
leishmaniose.

A permissibilidade dos macréfagos peritoneais e dos B-1CDP também pode ser
observada na doenca de Chagas. Os animais XID se mostram mais resistentes a invasao de
seus macrdfagos pelo Trypanosoma cruzi, controlando a parasitemia e o0s sintomas clinicos da
fase cronica da doenca (MINOPRIO et al., 1993; ROCHA et al., 2019).

No combate ao fungo Encephalitozoon cuniculi, os animais BALB/c se mostraram
mais resistentes que os XID, sendo constatada a auséncia de sintomas no primeiro grupo;
porém, no segundo foram observadas graves lesdes teciduais e alta concentracdo de fungos
nas amostras. Todavia, animais XID repopulados com linf6citos B-1 conseguiram controlar a
infeccdo (COSTA et al., 2016). Em estudos com Paracoccidioides brasiliensis, outra espécie
fangica, a atividade fagocitica dos macrofagos foi diminuida pela acdo dos linfocitos B-1
através da ativacao de linfocitos T regulatorios e da produgdo de IL-10 e TGF-$ (POPI, 2008;
NOAL et al., 2016).

Tendo em vista seu potencial envolvimento na defesa contra patégenos de diversos
reinos, os linfécitos B-1 merecem uma atencdo especial. Por isso, mais pesquisas devem ser
encaminhadas para elucidar seu papel imunomodulador, uma vez que esse pode ter acao
protetora ou favorecer a extensao dos danos causados pelas doencgas infecciosas.

1.4.2 Imunomodulac¢éo em doencas inflamatorias

A ambiguidade das funcbes dos linfocitos B-1, principalmente no que tange a
producdo de IgM natural autorreativa e de citocinas anti-inflamatdrias, levantou suspeitas
sobre o papel dessas células no desenvolvimento de doencas autoimunes.

A falha nos mecanismos de producdo de IL-10 leva a um perfil pro-inflamatério no
organismo. Nos casos de Iupus eritematoso sistémico é evidente a reducdo da populacdo de
linfocitos B regulatorios (Breg), levando a agdo de respostas Thl e comprometendo o
equilibrio da resposta inflamatéria nos animais (MORRIS et al., 2019). A inflamagéo
exacerbada nos tecidos das articulagcfes leva ao desenvolvimento da artrite reumatoide. Nesse
contexto, os linfocitos B-1 proliferam, migram para os sitios inflamados e pioram o quadro
através da ativacdo de osteoclastos (DENG et al., 2016).

Devido a sua propensdo a autoimunidade e ao seu local de residéncia nos
camundongos, a suspeita de que os linfocitos B-1 possam ter papel no desenvolvimento da
diabetes do tipo 1 foi levantada (RYAN et al., 2010). Estudos demonstraram que existe uma



correlacdo entre a apresentacdo de antigenos das ilhotas pancreéticas pelos linfocitos B-1 e a
infiltracdo de linfocitos TCD4" autorreativos, aumentando a inflamacdo no pancreas
(CHAMBERLAIN et al., 2014).

Diante dos relatos apresentados na literatura que sugerem a conexdo dos linfdcitos B-1
a afec¢Oes inflamatorias, o presente trabalho visa a contribuir com informag6es sobre o papel
imunomodulador dos linfécitos B-1 sobre a dinamica populacional dos leucocitos de
camundongos BALB/c e XID, frente a um estimulo inflamatério agudo, desencadeado pela
inoculacéo de lipopolissacarideo (LPS).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel imunomodulador de linfocitos B-1 através do estudo da dinamica das
populacdes de leucocitos de camundongos BALB/c e XID frente a um estimulo inflamatorio
agudo.

2.2 Objetivos Especificos

i. Determinar o percentual das populacbes de células da cavidade peritoneal e sangue
periférico de camundongos BALB/c e XID;

ii. Quantificar a producdo de citocinas no soro de camundongos BALB/c e XID;

iii. Avaliar a capacidade fagocitica de macréfagos isolados de camundongos BALB/c e
XID;

iv. Verificar a producdo de 6xido nitrico (NO) de macréfagos isolados de camundongos
BALB/c e XID.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Comité de Etica

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro sob o nimero
9230100418 e na CEUA da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) sob o nimero
IBCF 062/14.

Foram utilizados camundongos BALB/c provenientes do Biotério da UFRRJ e
BALB/c XID provenientes do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho (UFRJ), com idades
entre 8 e 10 semanas, de ambos os sexos. Alimento e agua foram oferecidos livremente.
Importante ressaltar que os camundongos foram mantidos em ambientes adequados, com
enriquecimento ambiental e todos os esfor¢os foram feitos para minimizar o sofrimento dos
animais.

3.2 Caracterizacao Fenotipica dos Camundongos XID

A caracterizacdo fenotipica dos camundongos XID foi feita regularmente para nos
certificarmos do padrdo do percentual de células B-1 no peritbnio desses animais, como
garantia de qualidade. Para isso, utilizamos células totais do lavado peritoneal. Os
camundongos XID foram submetidos a eutanasia com utilizagdo de Isoflurano. Logo ap6s foi
injetado 5 mL de PBS gelado na cavidade peritoneal e em seguida o PBS foi recolhido,
centrifugado e as células obtidas foram ressuspendidas em meio DMEM com 2 mmol/L de
glutamina, 50 umol/L de 2-ME, 10 ug/mL de gentamicina, 1 mmol/L de piruvato de sédio,
100 pumol/L de MEM aminoacidos ndo essenciais e 10% de soro bovino fetal (SBF) da Gibco.
A concentracéo de células foi ajustada (10°) e, em seguida, incubadas em tamp&o de bloqueio
(FC Block-BD Pharmigen) por 30 minutos. Logo apds, as células foram marcadas com 0s
anticorpos: rato anti-camundongo IgM-FITC e rato anti-camundongo CD11bAPC por 30
minutos no gelo e protegido da luz e, finalmente, analisadas em citémetro de fluxo FACScan.

3.3 Inducéo da Resposta Inflamatdria

Os camundongos BALB/c e XID receberam um indculo intraperitonial de 10 pg de
lipopolissacarideo (LPS - Escherichia coli serotype 026:B6, 90-99% pure; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). Animais ndo inoculados foram utilizados como grupo controle.

Apo6s 16 horas, os animais foram eutanasiados por inalagdo com Isoflurano e
deslocamento cervical, como descrito no protocolo aprovado pela CEUA/IV/UFRRJ e
CEUA/ IBCCF/UFRJ.

3.4 Coleta de Material para Anélise

Ap0s a eutanasia, o sangue de cada animal foi coletado por puncdo intracardiaca e
centrifugado. O soro resultante foi congelado no freezer a -80°C para posterior analise.

A obtencdo de células da cavidade peritoneal foi realizada através do lavado. A
exposicao do peritonio foi seguida de injegdo de 5 mL de meio RPMI suplementado e gelado.
Seringa e agulha foram utilizadas para a retirada do meio contendo as células. Apés a
extracdo, o lavado foi centrifugado.
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3.5 Leucometria

Parte do sangue recolhido por puncdo intracardiaca foi utilizada para o preparado de
distensbes em lamina e corado por panotico rapido (Laborclin). Posteriormente, a contagem
diferencial dos leucdcitos foi realizada em microscopio 6ptico (Olympus) em aumento final
de 1000x.

A suspenséo celular obtida do lavado peritoneal foi centrifugada, como previamente
estabelecido (item 3.4), e 0 sobrenadante foi dispensado. O pellet de células formado no fundo
do tubo foi ressuspendido em 2 mL de meio RPMI com 10% de SBF (Gibco) e a contagem de
células viaveis foi realizada em camara de Neubauer, utilizando o corante Azul de Tripan para
diferenciacdo de células viaveis. Apds a contabilizacdo, 150 pL de células foram a
citocentrifuga (CT-2000-Cientec). As laminas contendo os citocentrifugados foram coradas
por panotico rapido (Laborclin) e a contagem diferencial dos leucécitos foi realizada em
microscopio optico (Olympus), com lente objetiva de 100x.

3.6 Ensaio de Fagocitose

Os macrofagos utilizados nesse ensaio foram isolados a partir do lavado peritoneal de
3 camundongos BALB/c e 4 camundongos XID. A decisdo de juntar as amostras de cada
animal e de usar um camundongo XID a mais foi tomada devido a baixa recuperacdo de
células do lavado peritoneal desses animais. A viabilidade celular foi averiguada através da
coloracéo por Azul de Tripan e contagem em camara de Neubauer. Em seguida, 2x10° células
foram adicionadas em placa de 24 pocos (Costar), alocada em estufa com 5% de CO; a 37°C
durante 4 horas.

Ap0s esse interim, o meio contendo as células ndo aderidas foi removido e 0s pogos
foram lavados trés vezes com PBS 1x. O meio foi reposto na quantidade inicial (500puL) nos
pocos controle e 460uL de meio, mais 20uL de LPS (400ng/mL) e 20uL interferon gama
(INF-y) (2ng/mL) foram adicionados nos demais pogos. A placa retornou para a estufa e ficou
incubada por aproximadamente 16 horas.

No dia seguinte, leveduras de Saccharomyces cerevisiae foram homogeneizadas e as
células viaveis foram contadas na camara de Neubauer, apds a coloragdo com Azul de Tripan.
Entdo, 2x10° leveduras foram adicionadas a placa e o tempo de incubagio foi de 4 horas em
estufa. Em seguida, os pocos foram novamente lavados por trés vezes e as laminulas de vidro
foram retiradas dos pocos e coradas com panético rapido (Laborclin). A contagem das
leveduras internalizadas pelos macrofagos foi realizada em microscopio Optico (Olympus),
com lente objetiva com aumento de 100x.

3.7 Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

A producéo de oxido nitrico foi avaliada indiretamente através da medida de nitrito no
sobrenadante das culturas celulares. Para isso, macréfagos isolados como descrito acima (item
3.4) foram cultivados e incubados em intervalos de 4, 6, 8, 12 e 24 horas na presenca de 400
ng/mL de LPS e 2ng/mL de IFN-y. Ao término de cada tempo de incubagdo, 50 pL do
sobrenadante foram recolhidos e adicionados a uma placa de 96 pocos, onde duas curvas de
diluicdo seriada de nitrito de sodio (12uM e 8,33uM) também foram acrescentadas. Antes da
realizacéo da leitura, 50 pL de cada uma das solucGes de Griess (solugdo A: sulfanilamida 1%
e acido ortofosférico 5%; solucdo B: N-(1-naphthyl)-ethylendiamin 0,1% - Sigma) foram
adicionadas ao sobrenadante previamente recolhido e também as curvas de nitrito de sodio. O
leitor de microplacas Spectramax M3 foi utilizado para a leitura da placa, com filtro de 570
nm.
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3.8 Dosagem de Citocinas

O soro obtido a partir da puncéo intracardiaca dos animais foi empregado na dosagem
das citocinas IL-6 e TNF-a. A técnica de ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA - Kit
Peprotech) foi executada em protocolo de trés dias.

No primeiro dia, foram adicionados 50 pL de cada anticorpo de captura, diluido em
PBS 1x, nos pocos de uma placa de 96 pocos com fundo reto, propria para ELISA (Costar). A
placa foi vedada e alocada em geladeira da noite para o dia.

No dia seguinte, a placa foi lavada trés vezes com PBS 1x + Tween 0,02% (Merck) e o
bloqueio realizado com 50 pL de PBS 1x + BSA 1% por pogo, em temperatura ambiente, por
uma hora e meia. O preparo da curva foi feito com os anticorpos padréo diluidos em 5mL de
diluente (PBS 1x + BSA 0,1%) e 100 puL desse preparo foram adicionados no primeiro pogo
das curvas. Os demais pogos foram preenchidos com 50uL de PBS 1x e fizemos diluicdo
seriada. As amostras de soro foram alocadas nos pocos, no volume de 50uL, e a incubacéo foi
de um dia para o outro.

No terceiro dia, a placa foi lavada trés vezes e 50 pyL dos anticorpos de deteccédo
diluidos foram adicionados, aguardamos duas horas. Apos esse intervalo, 50 uL de avidina
(concentracdo 1:2000) foram dispostos nos pocos, permanecendo durante durante trinta
minutos. A placa foi novamente lavada e 50 pL de substrato (Life Technologies) foram
adicionados e observamos 0s pocos até que eles adquirissem cor azulada. Antes que o tom
azulado ficasse muito forte, adicionamos 25 pL de solugédo de parada (HsPOs). A leitura da
placa foi realizada em leitor de microplacas Spectramax M3, com filtro de 405 nm.

3.9 Citometria de Fluxo

Essa técnica foi utilizada para a determinacdo da fenotipagem de neutrdéfilos presentes
na cavidade peritoneal dos camundongos.

O lavado peritoneal foi realizado conforme descrito no item 3.4. Em uma placa de 96
pocos de fundo reto (Costar), 150 puL de tampdo FACS (PBS 1x + 3% SFB + 0.02% azida)
foram adicionados nos pocos utilizados para a incubagdo da amostra com 0s anticorpos. As
amostras foram adicionadas (20 pL) e a placa foi centrifugada. Ap6s o descarte do
sobrenadante, foram adicionados 100 pL da solucdo de bloqueio (PBS 1x + 1% soro de
camundongo + 2% SFB) e a placa permaneceu durante 15 minutos em gelo.

Durante esse intervalo, as solu¢Ges contendo os anticorpos foram preparadas,
utilizando 390 pL de tampdo FACS e 1,95 uL de anticorpo anti-Ly6G (Cy5 PE) e anti-F480
(APC).

Decorrido o periodo de incubacdo com o bloqueio, a solugcdo contendo os anticorpos
foi adicionada, seguida de 45 minutos de incubacgéo. A leitura das amostras foi realizada no
equipamento FACS Calibur e a analise dos resultados foi efetuada através do programa
Flowing Software 2.

3.10 Anélise Estatistica
Os dados dos experimentos passaram pelo teste estatistico Analise de Variancia

(ANOVA) para amostras ndo pareadas e pelo pos-teste de Tukey, utilizando o software
GraphPad Prism 5.0. Analises mostrando p<0,05 foram consideradas significativas.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao Fenotipica dos Camundongos XID

Dentro do fenotipo BALB/c, uma mutacdo da tirosina quinase de Bruton (BTK) deu
origem ao camundongo XID. A mutacdo na BTK interfere na habilidade desses animais
produzirem de forma eficiente a subpopulacdo de linfocitos B-1, além de apresentarem uma
leve diminuicdo de linfécitos B-2. Independente do fato da mutacdo ser estavel, é
recomendado como boa pratica de laboratério a checagem periddica da porcentagem de
linfocitos B-1 na cavidade peritoneal desses animais. Animais considerados bons padrdes de
XID néo devem apresentar mais que 5% de linfocitos B-1, que normalmente constituem uma
das populacbes majoritarias no peritdnio. Para a checagem de rotina, usamos anticorpos anti-
IgM e anti-CD11b e, através da analise por citometria de fluxo (Figura 4), pudemos
quantificar os linfécitos B-1. Nossos animais apresentam 2.3% de linfécitos B-1 na cavidade
peritoneal, o0 que consideramos um excelente padrao.
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Figura 4. Andlise fenotipica padrédo dos camundongos XID. (A) Graficos de dispersdo gerados a partir da
analise por citometria de fluxo das células totais obtidas por lavado peritoneal de camundongos BALB/c e
camundongos XID. Previamente a analise, a concentracio foi ajustada para 108/mL e as células foram incubadas
com tampdo de blogueio e marcadas com anticorpos anti-lgM e anti- CD11b. O quadrante superior direito
mostra a porcentagem de células duplamente marcadas que representam a populagdo de linfocitos B-1. (B)
Quantificacdo gréfica da porcentagem de células duplamente marcadas que representam a populacdo de
linfdcitos B-1. Resultados representativos de trés andlises independentes.

4.2 Dinamica dos Leucdcitos no Sangue Periférico de Camundongos BALB/C e XID
Estimulados com LPS

Para identificar possiveis diferencas nas populacdes de leucdcitos entre camundongos
BALB/c e camundongos deficientes em linfocitos B-1 (XID), realizamos uma contagem
diferencial em laminas de distensdo do sangue periférico, coradas pelo método panético
rapido.

Nossos resultados mostraram que, nos animais BALB/c, a popula¢do mais numerosa é
de linfécitos, seguida pela de mondcitos €, em menor numero, neutrdfilos e eosinofilos
(Figuras 5A e 5B, respectivamente para animais sem e com estimulagcdo com LPS). Nos XID
sem LPS, depois da populacdo de linfocitos, observamos maior porcentagem de neutrofilos
(Figura 5C). Ja para os XID estimulados com LPS, a populacéo de neutrdfilos foi ainda maior
gue a observada para linfocitos (Figura 5D). Ao comparar a populacdo de neutrofilos nos dois
grupos de animais, confirmamos que os camundongos XID possuem maior populacdo dessas
células que os camundongos BALB/c (Figura 5E).
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Figura 5. Leucometria especifica dos camundongos BALB/c e XID. Células obtidas do sangue periférico dos
animais através da puncéo intracardiaca. Sangue recolhido foi utilizado para o preparo de distens6es em laminas,
coradas pelo método pandtico rapido e observadas ao microscépio éptico, no aumento final de 1000x (n=12).
Distribuicdo percentual das populagdes de leucocitos em BALB/c (A), BALB/c+LPS (B), XID (C), XID+LPS
(D) e comparagdo das populagdes de neutrofilos (E) para os mesmos grupos. Resultados representativos de trés
analises independentes.
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4.3 Producao de Citocinas ap6s Estimulagdo com LPS

Devido a baixa densidade de linfécitos B-1 nos camundongos XID, supomos que esses
animais possuem, de maneira geral, um perfil pré-inflamatdrio. Esse questionamento se apoia
no fato de que os linfécitos B-1 sdo fonte da citocina anti-inflamatdria IL-10. Ademais, com
os dados da contagem diferencial apontando para uma neutrofilia nos camundongos XID,
suspeitamos que ocorra aumento nas citocinas responsaveis pelo recrutamento de neutrofilos
apos o estimulo inflamatério. Portanto, investigamos a ocorréncia de uma maior producdo e
circulacdo de citocinas pro-inflamatdrias no soro de camundongos XID em compara¢do com
animais de genotipo selvagem.

Averiguamos que, apos estimulacdo com LPS, a producdo de TNF-a aumentou nos
dois grupos em relacdo aos seus controles. Na dosagem da citocina IL-6 foi obervado que,
além de um aumento em sua concentracdo nos animais tratados com LPS, relativamente a
seus respectivos controles, também houve diferenga significativa entre os grupos XID e
BALB/c estimulados (Figura 6).
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Figura 6. Dosagem de citocinas pré-inflamatérias no plasma de camundongos BALB/c e XID. Amostras de
sangue obtidas por puncdo intracardiaca foram centrifugadas e o soro resultante foi analisado utilizando a técnica
de ELISA. As citocinas TNF-a e IL-6 foram dosadas no soro dos camundongos dos grupos BALB/c (barras
brancas) e XID (barras pretas), estimulados ou ndo com LPS (n=12). Os gréaficos mostram a quantificacdo das

citocinas TNF-a (A) e IL-6 (B).
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4.4 Numero Total de Células na Cavidade Peritoneal de Camundongos BALB/c e XID

Visto que a cavidade peritoneal € o local de residéncia de muitos tipos de leucdcitos,
inclusive dos linfécitos B-1, verificamos o nimero total dessas células nos dois grupos de
animais. Nota-se incremento no numero células do sistema imunolédgico ap6s a inoculagéo
intraperitoneal de LPS (Figura 7).
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Figura 7. Leucometria total da cavidade peritoneal dos camundongos BALB/c e XID. Células obtidas do
lavado peritoneal dos animais BALB/c e XID estimulados ou ndo com LPS. Apo6s o lavado, as amostras foram
coradas com Azul de Tripan e as células viaveis foram contadas em camara de Neubauer, com auxilio de
microscépio dptico no aumento final de 400x. Resultados representativos de trés analises independentes (n=36).
Animais BALB/c (barras brancas) e XID (barras pretas).

4.5 Contagem Diferencial das Células da Cavidade Peritoneal

A investigacao sobre diferencas entre as populagfes de células residentes na cavidade
peritoneal dos animais BALB/c e XID foi realizada através da leucometria diferencial.
Analisamos laminas contendo citocentrifugado de células oriundas do lavado peritoneal dos
camundongos.

O resultado das contagens dos animais ndo estimulados mostrou que, nos
camundongos BALB/c, as populagGes predominantes sdo de macrofagos e linfécitos,
seguidos de neutrofilos e mastocitos. Esse panorama se manteve apos o estimulo inflamatério
com LPS (Figura 8A). Em contrapartida, na analise das laminas correspondentes aos animais
XID, observamos que os macrofagos e neutrdfilos constituem as maiores populacdes,
seqguidas de mastdcitos e linfocitos (Figura 8B). Ao verificarmos o material obtido dos
animais XID estimulados com LPS, notamos que a sequéncia das populacGes nesses
camundongos néo sofreu alteragdo (Figura 8B).

Tendo em vista que observamos um perfil neutrofilico nos camundongos XID nas
laminas de citocentrifugado do lavado peritoneal, decidimos comparar a porcentagem de
neutrofilos peritoneais dos animais BALB/c e XID. Sendo assim, constatamos que essas
células estdo presentes em maior nimero no periténio de animais XID, tanto antes quanto
depois do estimulo com LPS, reforgando o achado na analise do sangue periférico desses
animais (Figura 8C).
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Figura 8. Leucometria especifica dos camundongos BALB/c e XID. Células obtidas do lavado peritoneal dos
animais BALB/c (barras brancas) e XID (barras pretas), estimulados ou ndo com LPS. Apos a coleta das células,
o material foi submetido a citocentrifugacdo e as laminas resultantes desse processo foram coradas pelo método
panético rapido. A contagem das células foi realizada ao microscopio Optico, no aumento final de 1000x.
Resultados representativos de trés analises independentes (n=36). Em (A) camundongos BALB/c, (B)
camundongos XID, (C) comparativo entre as populacdes de neutréfilos dos animais BALB/c (barras brancas) e

XID (barras pretas).
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4.6 Quantificacdo de Neutrofilos em Camundongos XID por Fenotipagem

Devido a grande proporcdo de neutréfilos encontrados nas contagens em Iaminas de
sangue periférico e no citocentrifugado do lavado peritoneal dos animais XID, decidimos
corroborar esses resultados utilizando uma técnica mais refinada. Portanto, elegemos a
citometria de fluxo para analisar essa populacdo dentro do periténio dos animais estudados.

A citometria confirmou a tendéncia de neutrofilia nos animais XID, tanto em seu
estado normal, quanto perante a um estimulo inflamatorio (Figura 9A e 9B).
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Figura 9. Fenotipagem dos neutréfilos da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c e XID. Células
obtidas através do lavado peritoneal, marcadas com anticorpo anti-Ly6G e anti-F480 murino, que identifica
molécula de superficie para a caracterizacdo fenotipica de neutréfilos. A andlise foi feita pela técnica de
citometria de fluxo. (A) Gréaficos de dispersdo e (B) gréfico percentual comparativo entre a populagdo de
neutréfilos de animais BALB/c (barras brancas) e XID (barras pretas).

4.7 Atividade Fagocitica de Macro6fagos de Camundongos BALB/c e XID

Tendo em vista que os macrofagos podem ser influenciados pela presenca dos
linfécitos B-1 e seus mediadores sollveis, prosseguimos nossa investigacdo com um ensaio
de avaliacdo da atividade fagocitica. Esse teste visou a estabelecer possiveis diferencas na
capacidade de fagocitose entre os macréfagos primarios, que conviveram na abundancia ou
quase auséncia de linfocitos B-1 no microambiente da cavidade peritoneal dos camundongos
BALBI/c e XID, respectivamente.

Nesse experimento, leveduras de Saccharomyces cerevisiae foram adicionadas a pogos
contendo culturas de macréfagos obtidos do lavado peritoneal dos animais. Em metade dos
pocos, foram adicionados LPS e IFN-y, como estimulo inflamatorio.

Em relagdo & porcentagem de macrofagos que foram capazes de fagocitar as
leveduras, ndo houve diferenca significativa entre 0 comportamento dos macrofagos oriundos
de ambos os grupos de animais (Figura 10A). Quanto ao numero de leveduras internalizadas,
ndo houve diferenca estatistica entre os macrofagos controle e estimulados dos camundongos
BALB/c. Entretanto, o grupo controle dos macréfagos dos animais XID foi mais eficiente na
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fagocitose, quando comparado aos macrofagos XID estimulados. Na comparacdo entre 0s
animais BALB/c e XID, ndo houve diferenca significativa entre os grupos controle desses
camundongos, no entanto, os macrofagos BALB/c estimulados com LPS e IFN-y fagocitaram
mais leveduras que os XID também estimulados (Figura 10A e 10B).
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Figura 10. Ensaio de fagocitose com leveduras de Saccharomyces cerevisiae. Macrdfagos obtidos do lavado
peritoneal de camundongos BALB/c e XID, estimulados ou ndo com LPS (n=7). As laminulas utilizadas para
aderéncia dos macrdfagos foram retiradas do fundo da placa de 24 pogos, coradas pelo método panético rapido e
coladas em laminas limpas. As contagens foram realizadas ao microscopio éptico, no aumento final de 1000x.
Em (A) Proporcdo de macréfagos, controle e estimulados, que foram capazes de fagocitar as leveduras, (B)
Numero de leveduras internalizadas pelos macréfagos e (C) imagens representativas do ensaio de fagocitose.
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4.8 Produgcéo de Oxido Nitrico (NO)

Devido ao menor numero de leveduras internalizadas pelos macréfagos XID
estimulados, realizamos a dosagem indireta do 6xido nitrico (NO) produzido por essas células
para determinar seu potencial microbicida. Essa mensuracéo foi feita através da detecgdo de
nitrito, por ensaio de Griess, no sobrenadante das culturas de macrofagos obtidos da cavidade
peritoneal dos animais, estimulados ou ndo com LPS e IFN-y.

A cinética do experimento mostrou um aumento significativo de nitrito no
sobrenadante dos pocos contendo células estimuladas com LPS e IFN-y em BALB/c e XID.
Destacamos que, oito horas ap0s o estimulo, os macrofagos XID produziram mais NO do que
os macréfagos BALB/c, também estimulados. Portanto, inferimos que a baixa contagem de
leveduras internalizadas pelos macréfagos XID+LPS no ensaio de fagocitose pode ser
creditada a alta producdo de NO por essas células (Figura 11).
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Figura 11. Producdo de 6xido nitrico por macréfagos de camundongos BALB/c e XID estimulados com
LPS e IFN-y. Macro6fagos obtidos do lavado peritoneal de camundongos BALB/c e XID, estimulados ou ndo
com LPS e IFN-y (n=7), foram cultivados em placas de 24 pocos. Decorrido o tempo de incubagéo previamente
estabelecido (4, 6, 8, 12 e 24 horas) a mensurac¢do dos niveis de 6xido nitrico foi realizada de maneira indireta,
por ensaio de Griess. Dados representativos da concentracdo de nitrito (UM/mL) presente no sobrenadante das
culturas de macrofagos. Os graficos mostram a cinética do experimento, com a quantificagdo de nitrito (uM/mL)
em (A) 4 horas, (B) 6 horas, (C) 8 horas, (D) 12 horas e (E) 24 horas.
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5 DISCUSSAO

A resposta inflamatoria é a reacdo do organismo a uma injdria, seja ela um trauma,
uma infeccdo ou até mesmo os dois fendmenos simultaneamente. Quando controlada, age de
forma rapida no restabelecimento da homeostase, restaurando a forma e fungédo dos tecidos
afetados. No entanto, se o estimulo nocivo ndo for removido, se estabelece a fase cronica, que
pode durar semanas ou meses. Os farmacos convencionais muitas vezes Sdo caros,
inacessiveis a grande parte da populacdo e carregam consigo multiplos efeitos colaterais.
Portanto, pesquisas que visam ao avan¢o tecnoldgico em novas terapias, através da
modulacdo da inflamacdo por componentes do sistema imunolégico, estdo cada vez mais em
voga. Os linfocitos B-1 sdo fortes candidatos a alvo terapéutico, visto que sdo capazes de
fazer a ponte entre a resposta imune inata e a adaptativa, interagir com outras celulas e através
de sua producdo de imunoglobulinas e citocinas (OLIVEIRA et al., 2010). Desse modo, a
finalidade do presente trabalho foi apontar o papel dos linfécitos B-1 no contexto
inflamatdrio, enfatizando sua influéncia sobre as outras células do sistema imunoldgico. Para
isso, utilizando camundongos como modelo, inoculamos uma dose néo letal de 10ug de LPS
por animal (MOON et al., 2012), objetivando desenvolver uma resposta inflamatéria aguda e
acompanhar a dindmica das populagdes de leucdcitos.

Nas laminas de distensdo do sangue periférico, neutréfilos, monaocitos e eosinéfilos
puderam ser facilmente caracterizados. Mas, apesar de identificar a morfologia dos linfocitos,
ndo foi possivel discernir entre linfocitos T e B durante a observacdo no microscépio éptico
utilizado. Por isso, o numero relativamente alto de linfocitos nas contagens das laminas dos
animais XID pode ser justificado devido aos poucos linfécitos B presentes, junto aos
linfocitos T, que ndo tém sua maturacdo tdo afetada pelo defeito genético desses
camundongos.

Observamos que a alta proporcdo de neutrdfilos nos animais XID é espontanea e se
eleva durante a fase aguda da inflamacéo, sugerindo maior mobilizacdo dessas células na
auséncia de linfocitos B-1. O trafego de neutréfilos na corrente sanguinea também pode estar
relacionado ao aumento de TNF-a, uma vez que uma das funcdes dessa citocina é promover o
recrutamento dessas células (ZHANG et al., 2018).

Durante nossas pesquisas bibliograficas, ndo encontramos relatos sobre essa
peculiaridade dos XID. Logo, supomos que esse € um achado inédito, que merece atencédo e o
desenvolvimento de mais pesquisas sobre a funcdo desses neutr6filos na resposta
inflamatoria.

O potencial pré-inflamatdrio dos animais XID foi reforgado pela deteccdo de niveis
elevados das citocinas IL-6 e TNF-oa. No soro de ambos 0s animais utilizados nessa pesquisa,
pudemos notar aumento considerdvel de TNF-a, em proporgdes semelhantes. Entretanto, os
camundongos XID produziram mais IL-6 quando estimulados com LPS do que os animais de
gendtipo selvagem na mesma condicao. Barbeiro et al. (2011) encontraram perfil semelhante
na producgdo de IL-6. Porém, houve discordancia entre nossos dados em relacdo a producéo de
TNF-0, uma vez que a autora detectou maior concentragdo dessa citocina nos animais XID
em relacdo aos BALB/c. No entanto, essa diferenca pode ser explicada pela concentragédo de
LPS empregada pelo grupo, muito superior a utilizada no nosso trabalho, que promoveu a
simulacgdo de um estado de septicemia nos animais.

Os neutrdfilos, presentes em abundancia no sangue dos camundongos XID, sao
capazes de produzir citocinas pré-inflamatdrias. No contexto das doencas inflamatérias do
intestino, Zhang et al. (2018) detectaram niveis elevados de I1L-6 no sobrenadante da cultura
de neutréfilos humanos estimulados com LPS (200ng/mL), obtidos do sangue periférico de
pacientes com doenca de Crohn. Apesar de 0 nosso trabalho ter detectado essa citocina em
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guantidade significativa nos animais XID, ndo podemos atribuir esse dado unicamente aos
neutrofilos, pois realizamos o teste de ELISA diretamente do soro dos animais. Entretanto,
experimentos que envolvam apenas os neutrofilos podem ser realizados futuramente, a fim de
se investigar se eles podem ser os principais responsaveis pela alta taxa de IL-6 no soro
murino.

Logo, as informacgdes obtidas nos nossos experimentos de deteccdo de citocinas
indicam que os XID tém uma propenséo natural a desenvolver uma resposta inflamatoria mais
robusta do que os animais BALB/c.

Tendo em vista que os neutréfilos presentes no sangue periférico dos XID respondem
positivamente a estimulacdo com LPS, avaliamos se na cavidade peritoneal essa dindmica é
mantida. Primeiramente, a contagem total de leucdécitos denotou que, apesar da deficiéncia de
linfécitos B-1 nesse microambiente, o numero total de células aumentou apods a indugédo da
inflamag&o. Essa quase auséncia de linfocitos B-1 provoca uma queda nos niveis da citocina
IL-10 (OLIVEIRA et al., 2010), que modula negativamente a resposta inflamatdria. A
leucometria diferencial das células peritoneais revelou que os camundongos XID possuem
mais neutrofilos do que os camundongos BALB/c, confirmando os dados da leitura de
laminas de distensdo sanguinea. Portanto, deduzimos que a baixa concentragdo de linfdcitos
B-1 e, consequentemente, da IL-10, promove um ambiente favoravel para a permanéncia de
neutréfilos. Esse achado esta em concordancia com os dados de Kondratieva et al. (2010), que
revelaram um atraso no recrutamento de neutréfilos para a cavidade peritoneal, influenciado
pelos linfécitos B, em um modelo de tuberculose murina.

Ainda em relacdo aos neutrofilos presentes na cavidade peritoneal dos camundongos
XID, observamos que, apesar da presenca em grande ndmero, sua proporcdo nao se altera
mediante estimulo com LPS. Uma explicacdo plausivel pode ser encontrada na concentracao
de LPS que usamos e na dinamica do experimento. Optamos por inocular os animais
dezesseis horas antes da eutanasia e ndo acompanhamos o0 experimento em intervalos
menores. Essa decisdo se ancorou na dificuldade de deslocamento entre a cidade de
Seropédica e a cidade do Rio de Janeiro, e por questdes de seguranca dos pesquisadores.

As alteracdes na dinamica populacional dos leucdcitos, tanto no sangue quanto no
periténio dos animais XID, podem ser justificadas pela reducéo na producéo de IL-10. Sendo
assim, a circulacdo de neutréfilos no sangue periférico na presenca de um estimulo
inflamatorio é favorecida. Ademais, a permanéncia dessas células na cavidade peritoneal
também é facilitada, mesmo sem estimulacéo.

Nos ensaios de fagocitose e dosagem indireta de NO, a adigdo de LPS e IFN-y
diretamente nas culturas foi realizada porque essas moléculas sdo usadas de forma rotineira
para promover a ativacdo de macréfagos (OGAWA et al.,, 2017). Na literatura, esta
estabelecido que o NO produzido por macréfagos ativados € um potente microbicida
(LAMBDEN, 2019) e que as células B-1 sdo fonte importante de IL-10 (GEHERIN et al.,
2016). Essa citocina parece regular negativamente a producdo de NO pelos macrofagos,
comprometendo a destrui¢ao dos patdgenos.

Os resultados desses ensaios estdo correlacionados, pois, perante o desafio promovido
pelas leveduras, os macrofagos ativados dos camundongos BALB/c tiveram melhor
desempenho na internalizagdo dos fungos em comparagdo aos animais XID na mesma
situacdo. Entretanto, os dados se invertem na mensuracdo indireta do NO, mostrando maior
liberacdo de nitrito no sobrenadante das culturas dos macréfagos XID estimulados apés 8, 12
e 24 horas de experimento.

A cinética da producdo de NO mostrou que os animais XID estimulados liberaram
mais nitrito no sobrenadante das culturas nas primeiras horas. Apos oito horas, o nivel de NO
gerado pelos XID superou o dos camundongos BALB/c também estimulados. Esse resultado
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sugere que o menor numero de leveduras encontradas dentro dos macréfagos obtidos dos XID
pode ser associado ao alto poder microbicida dessas células.

Tendo esses fatos em perspectiva, infere-se que a convivéncia dos macréfagos
BALB/c com linfdcitos B-1 na cavidade peritoneal pode ter influéncia sobre sua capacidade
fagocitica e na produgéo de Oxido nitrico. Isso se deve a constante exposicéo desses fagdcitos
a I1L-10 sendo, portanto, mais permissivos a entrada de agentes patogénicos via fagocitose e
menos efetivos no combate a microrganismos, via producéo de NO. Os macréfagos XID, por
outro lado, praticamente ndo tem contato com os fatores soluveis produzidos pelos linfocitos
B-1, entdo podem reagir de maneira mais efetiva na eliminacéo dos patégenos através do NO.

A influéncia dos linfocitos B-1 e seus fatores solUveis sobre os macréfagos ficou
evidente em modelo experimental de infecgéo por Trypanosoma cruzi (ROCHA et al., 2019).
Os autores demostraram que 0s macrofagos XID sdo mais susceptiveis ao parasito e
produzem menos NO quando co-cultivados com linfocitos B-1, oriundos de camundongos
BALB/c. A producdo de NO também fica comprometida nos macrofagos dos camundongos
BALB/c, quando cultivados na presenca de linfocitos B-1 (BARBEIRO et al., 2011). Sendo
assim, concluimos que os linfocitos B-1 podem modular a capacidade de eliminacdo dos
patdégenos pelos macrofagos, ao comprometer sua producdo de éxido nitrico. Sugerimos,
ainda, que essa interferéncia ocorra através da regulacdo negativa imposta pela IL-10
produzida pelos linfocitos B-1.
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6 CONCLUSOES

Diante da anélise de todos os resultados obtidos nessa pesquisa, podemos inferir que a
baixa proporgdo de linfocitos B-1 nos camundongos XID pode favorecer a circulagdo de
neutrofilos no sangue e seu estabelecimento na cavidade peritoneal desses animais durante a
resposta inflamatéria aguda. Esse fato pode estar relacionado ao aumento dos niveis de TNF-a,
pos estimulo, uma vez que uma das funcbes dessa citocina é o recrutamento de neutréfilos
para os locais inflamados. Uma vez que, no decorrer do nosso levantamento bibliogréfico, ndo
encontramos relatos semelhantes, supomos que esse seja um achado inédito, que abre portas
para o desenvolvimento de mais pesquisas sobre a modulagdo da resposta inflamatéria por
esses neutrofilos.

A dosagem de citocinas, principalmente a IL-6, sugere que os camundongos XID
possuem um potencial inflamatorio elevado, quando comparados aos camundongos
selvagens. Os macrofagos dos XID parecem ter mais facilidade para destruir os patdgenos
fagocitados, quando estimulados. Isso provavelmente se deve a alta concentracdo de NO
produzida por esses macréfagos, evidenciada pela cinética da dosagem de nitrito no
sobrenadante das culturas.

Sendo assim, esse trabalho pode ajudar a pavimentar o caminho para novas
descobertas em imunoterapia, sendo a primeira pista para futuros estudos sobre a influéncia
dos linfécitos B-1 na atividade e funcéo dos neutrofilos.
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