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RESUMO

As doencas inflamatorias intestinais (DIl) sdo doencas inflamatérias crénicas que
afetam o trato gastrointestinal. Existem duas formas clinicas principais de DIl: a
doenca de Crohn (DC) e a colite ulcerativa (CU). De forma geral, elas se caracterizam
por possuirem respostas inflamatérias desreguladas contra a microbiota residente.
Embora a etiopatogénese dessas condi¢cdes ndo esteja claramente definida, varios
fatores ja foram identificados como capazes de contribuir fortemente para o
desenvolvimento dessas doencas, podendo ser subdivididos nas seguintes
categorias: fatores genéticos, fatores relacionados ao sistema imune do individuo e
fatores ambientais. De fato, varios modelos experimentais utilizados para estudar as
DIl ja demonstraram que diferentes falhas nesses sistemas levam ao desenvolvimento
de colite, e que a auséncia da microbiota residente impede seu aparecimento. Um
desses modelos, caracterizado pelo uso de camundongos geneticamente modificados
e deficientes para IL-10, é particularmente importante, pois parte da populacéo
mundial que desenvolve colite apresenta mutacfes relacionadas a esse gene,
resultando no desenvolvimento espontaneo da doenca de forma semelhante ao
modelo experimental, que também se desenvolve espontaneamente. Em 2012, nosso
grupo realizou um estudo que buscou caracterizar novas alteragdes imunologicas que
convergem no desenvolvimento da colite nos camundongos deficientes em IL-10.
Curiosamente, houve um aumento significativo na frequéncia de uma célula pouco
estudada na colite, o linfécito B1. O linfocito B1 pode ser dividido em duas populacdes
gerais pela expressao (ou ndo) do marcador de superficie CD5. Mas dentro dessas
populacdes existem subpopulacbes com diferentes marcadores de superficie e
caracteristicas. Portanto, este trabalho tem como objetivo, analisar as subpopulacdes
de linfécitos B1 em relacdo ao desenvolvimento da doenca. Nossos resultados
sugerem que o microambiente intestinal na colite, gera sinais intensos e continuos
gue culminam no aumento da frequéncia de linfécitos B2 nas placas de Peyer e de
linfécitos Bla PC1'° na lamina propria do célon. Como ndo houve aumento na
frequéncia da populacdo de linfocitos Bla PC1M, que seria a populacdo capaz de
secretar IL-10 em condi¢cdes normais, o envolvimento das outras duas populacdes de
linfécitos B citadas parecem contribuir para a exacerbacédo do processo inflamatério
intestinal ainda que possam ser considerados também mecanismos compensatérios
pela auséncia de outros mecanismos reguladores.

Palavras-chave: linfocitos B1, colite, mucosa intestinal, IL-10.



ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic inflammatory diseases that affect the
gastrointestinal tract. There are two main clinical forms of IBD: Crohn's disease (CD)
and ulcerative colitis (UC). In general, these diseases are characterized by having a
dysregulated inflammatory response against the resident microbiota. Although the
exact etiopathogenesis is not clearly defined, several factors have already been
identified as capable of contributing strongly to the development of diseases, which
can be subdivided into the following categories: genetic factors, factors related to the
individual's immune system and environmental factors. In fact, several experimental
models used to study IBD have already demonstrated that different flaws in this system
lead to the development of colitis and that the absence of the microbiota prevents its
appearance. One of these models, characterized by the use of genetically modified
mice deficient for IL-10, is particularly important since part of the world population that
develops colitis has mutations related to this gene, resulting in the spontaneous
development of the disease in a similar way to the experimental model, which also
develops spontaneously. In 2012, our group characterized new immunological
changes that converge in the development of colitis in IL-10-deficient mice.
Interestingly, there was a significant increase in a poorly studied cell in colitis, the B1
lymphocyte. The B1 lymphocyte can be divided into two general populations by the
expression (or not) of the CD5 surface marker. But within these populations, there are
subpopulations with different surface markers and characteristics. Therefore, the
objective of this work was to analyze the subpopulations of B1 lymphocytes in relation
to the development of the disease. Our results suggest that the intestinal
microenvironment in colitis generates intense and continuous signals that culminate in
an increase in the frequency of B2 lymphocytes in Peyer's patches and of Bla PCllo
lymphocytes in the colonic lamina propria. As there was no increase in the frequency
of the population of Bla PC1hi lymphocytes, which would be the population capable
of secreting IL-10 under normal conditions, the involvement of the other two
populations of B lymphocytes mentioned seems to contribute to the exacerbation of
the intestinal inflammatory process, even if they are also compensatory mechanisms

for the absence of other regulatory mechanisms.

Key words: B1 lymphocyte, IL-10, IBD, intestinal mucosa.
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1. INTRODUCAO

Doencas inflamatorias intestinais (DIl) sdo desordens inflamatérias crénicas
gue acometem o trato gastrointestinal. Elas sdo disturbios de origem multifatorial, cuja
etiopatogénese ainda ndo é conhecida por inteiro, mas que ocorrem em resposta a
convergéncia da predisposicdo genética envolvendo varios genes, disbiose da
microbiota intestinal, e fatores ambientais que influenciam as respostas imunes do
individuo. Existem duas principais formas clinicas de DIl: doenca de Crohn (DC) e
colite ulcerativa (CU). Apesar de haver caracteristicas compartilhadas em relagéo a
alguns sintomas e a imunopatologia dessas doencas, cada uma das condi¢des possuli
suas particularidades. Além das diferencas no acometimento das varias camadas da
mucosa intestinal, a CU se restringe ao célon, enquanto a DC pode acometer qualquer
parte do trato gastrointestinal, apesar de geralmente envolver os intestinos delgado e
grosso (KASER et al., 2010).

As DIl humana sdo doencas poligénicas cuja sintomatologia inclui dor
abdominal, perda de peso, diarreia, fezes sanguinolentas, producéo elevada de muco
e fistulacéo intestinal, entre outros sintomas (KASER et al., 2010). A prevaléncia exata
das DIl no Brasil é dificil de estimar, mas Quaresma et al. (2019) relatam que em S&o
Paulo, um dos estados que parece haver um dos maiores indices de ocorréncias das
DIl, houve um aumento da prevaléncia de 13,3 per 100 000 para 52.6 per 100 000
desde o ano 2012 até 2018, apesar das crescentes descobertas e de novos
medicamentos desenvolvidos.

De forma geral, essas doencas caracterizam-se pelo aumento da
permeabilidade intestinal e pela presenca de uma resposta inflamatoria desregulada
contra a microbiota residente (INCZEFI et al.,, 2022). Apesar da etiopatogénese
dessas doencas néo estar claramente definida, varios fatores ja foram identificados
como capazes de contribuir fortemente para o desenvolvimento das enfermidades,
podendo ser subdivididos dentre as seguintes categorias: fatores genéticos, fatores
relacionados ao sistema imune do individuo e fatores ambientais (KASER et al., 2010).
Esses fatores também séo importantes para preservar a fina homeostasia intestinal
mantida pelas interacdes entre as células epiteliais intestinais, as células imunes
associadas a mucosa intestinal e aos microrganismos comensais ali presentes
(MALOY; POWRIE, 2011) (MARKANDEY et al., 2021). De fato, diversos modelos
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experimentais jA demonstraram que diferentes falhas nesse sistema levam ao
desenvolvimento da colite, e que a auséncia da microbiota residente impede seu inicio
(PAIK et al., 2019).

Para tentar responder as questdes a cerca das DIl, diversos modelos
experimentais sdo utilizados (revisado por PRATTIS; JURJUS, 2015). Um desses
modelos, caracterizado por utilizar-se de camundongos deficientes para IL-10
(interleucina 10), € particularmente importante porque parte da populacdo mundial que
desenvolve colite possui mutacdes relacionadas a esse gene, resultando no
desenvolvimento da doenca de forma semelhante ao modelo experimental (BEGUE
etal., 2011).

Em 2012, nosso grupo caracterizou novas mudancas imunologicas que
convergem no desenvolvimento da colite em camundongos 129 Sv/Ev deficientes
para IL-10. Esses camundongos desenvolvem a doenca a partir da 102 semana de
vida de forma homogénea, 0 que nos permite acompanhar melhor os estagios dessa
condicdo. Interessantemente, além das alteracdes inflamatérias associadas a colite,
observou-se também que esses animais apresentavam um aumento significativo na
frequéncia de uma célula pouco estudada na colite, o linfocito B1 (GOMES-SANTOS
et al., 2012). Tendo isso em vista, essa observacado importante e pouco explorada na
literatura, o principal objetivo deste trabalho foi caracterizar fenotipicamente as
subpopulacdes de células B1 em diversos 6rgaos, assim como definir se possuiam
um envolvimento regulador ou inflamatério no desenvolvimento da colite em
camundongos 129 Sv/Ev deficientes para IL-10. Para elucidar essas questoes, faz-se
necessario compreender alguns aspectos do ambiente intestinal, assim como
algumas caracteristicas e fungbdes dos linfocitos B1. Estes topicos serdo descritos

abaixo.

1.1 Mucosa intestinal
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Considerado o maior érgao imunoldgico do corpo, o intestino estd em constante
contato com antigenos alimentares, com a microbiota intestinal e com patdégenos
externos (revisado por YAP; MARINO, 2018). Estima-se que, em um periodo médio
de vida, cerca de 60 toneladas de comida passam pelo trato gastrointestinal e uma
colecdo abundante de microrganismos mantém contato permanente com a mucosa
intestinal (SENDER et al., 2016). Além disso, a microbiota residente € composta por
mais de 150 espécies diferentes de microrganismos, e estima-se que em 1ml de
conteudo luminal do colon existam cerca de 100 bilhdes de bactérias. Assim sendo, a
mucosa intestinal evoluiu com a microbiota h& milhares de anos atras, estabelecendo
com ela uma relacéo integrada e mutualmente benéfica (NEISH, 2009).

Alguns estudos parecem indicar que um dos principais fatores que contribuiu
para a estabilizacdo dessa relacéo foi a disponibilidade energética gerada para ambas
as partes (CLEMENTE et al., 2012). Sabe-se que uma microbiota saudavel é capaz
de digerir nutrientes que nao seriam digeridos pelo nosso corpo e, com isso, sao
gerados compostos, como 0s acidos graxos de cadeia curta (SCFAS), que além de
funcionarem como fonte energética para as células intestinais, também atuam na
diferenciacdo de células imunes presentes na mucosa intestinal para um perfil menos
inflamatorio (VAN DER HEE; WELLS; 2021). Além disso, estudos com camundongos
germ-free (nos quais ndo ha presenca da microbiota intestinal), demonstram que a
microbiota é importante para impedir a colonizacdo por microrganismos mais
agressivos chamados de patobiontes (revisado por CEBRA, 1999) (ROLHION;
CHASSAING, 2016), e que a falta da microbiota também impacta em um mau
desenvolvimento e maturacdo do sistema imune (ZHENG et al., 2020). Os centros
germinativos do baco (revisado por WU; WU, 2012) e das placas de Peyer (revisado
por KRANICH et al. 2011) desses camundongos encontram-se diminuidos, resultando
numa maior dificuldade de lidar com algum microrganismo potencialmente patogénico
posteriormente (JIAO et al. 2020).

A mucosa intestinal pode ser mais bem compreendida quando separada em
trés compartimentos distintos: o limen intestinal, a barreira epitelial intestinal e o
tecido linfoide associado (composto pela lamina prépria, Placas de Peyer, foliculos
linfides isolados e linfonodos mesentéricos), como ilustrado a seguir na Figura 1
(FORCHIELLI; WALKER, 2005).
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Figura 1: Mucosa intestinal dividida em trés compartimentos
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Fonte: GARRET et al. (2010).

No lumen intestinal, a maior parte da microbiota residente é mantida distante
da barreira epitelial intestinal pela secrecédo de duas camadas de muco — uma mais
densa, préxima ao epitélio, e uma menos densa, mais afastada do epitélio
(PELASEYED et al. 2014). Esse muco é secretado pelas células caliciformes
presentes no epitélio intestinal e, além de funcionar como uma barreira biofisica, forma
uma matriz que permite a retencdo e maior concentracdo de outras moléculas
secretadas pelo epitélio intestinal, como peptideos antimicrobianos e IgA secretéria
(SlgA) (MALOY; POWRIE, 2011).

Nesse contexto, a SIgA € particularmente importante, pois desempenha uma
miriade de funcdes que resultam tanto na restricdo da microbiota ao Iumen
(contribuindo essencialmente para manter o ambiente interno da mucosa intestinal
praticamente estéril), como também contribui para a amostragem de antigenos que
sera importante para a geracao de linfocitos T e B efetores. Algumas dessas fungdes

estdo resumidas na tabela 1 abaixo:

Tabela 1: Funcdes da SIgA na mucosa intestinal:

Funcao Mecanismo
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Exclusé@o imunoldgica Retencao de bactérias no lumen
Ocupacéo de nicho Ligacao de bactérias ao muco
Imobilizacao Ligacdo a flagelos e através de

aglutinacao celular

Modulacdo do metabolismo e da|Ligacgdo a epitopos especificos
expressao génica bacteriana bacterianos e proteinas extracelulares
secretadas pela microbiota importantes
para a metabolizacdo de carboidratos
Neutralizagcéo Ligacao a adesinas e toxinas

Amostragem de antigenos Transcitose facilitada

Adaptado: PIETRZAK et al. (2020)

Outra caracteristica interessante relacionada a SIgA foi demonstrada
inicialmente por Palm et al. (2014) em um estudo no qual foi observado que bactérias
ligadas a SIgA definem um subgrupo de bactérias que seletivamente estimula a
imunidade intestinal e que, em pacientes com DII, as bactérias ligadas a SIgA definem,
preferencialmente, bactérias colitogénicas. Shapiro et al. (2021) relataram resultados
semelhantes e discutem que, em pessoas saudaveis (sem disbiose intestinal), as
bactérias ligadas a SIgA contribuem para os mecanismos imunorreguladores e
protegem contra a exacerbacao da inflamacéo intestinal. Entdo, pode-se dizer que
bactérias ligadas a SIgA, dependendo do contexto, podem estimular a imunidade
através de dois principais caminhos imunolégicos: caminho inflamatério, no qual o
resultado é a geracao de linfocitos Thl7 (VILADOMIU et al.,, 2017); e o caminho
imunorregulador, no qual o resultado é a geracao de linfocitos Treg (linfocitos T
reguladores) (KAWAMOTO et al., 2014).

Recentemente, Nagaishi et al. (2022) relataram, em camundongos com
mutacdes genéticas no gene da IgA, que a deficiéncia de IgA foi capaz de causar uma
inflamacédo espontanea no ileo. No entanto, a linhagem de camundongos portando
IgA mutada apenas na cauda citoplasmatica ndo desenvolveram a ileite e
apresentaram resultados semelhantes aos camundongos WT. Isso sugere que a
preservacao de algumas fungfes da SIgA, principalmente as que nao necessitam da
interacdo da cauda citoplasmatica, sédo suficientes para contribuir com a homeostase
intestinal quando n&o ha outros fatores de risco associados. Por outro lado, Sandy et
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al. (2021) relataram dois estudos de casos nos quais 0s pacientes apresentaram o
desenvolvimento precoce de DIl (menos de 1 ano de vida) e possuiam niveis séricos
elevados de IgA. Apesar de haver aumento dos niveis séricos de IgA, esses pacientes
apresentavam mutacdes no receptor de IL-10. Neste caso, o0 aumento nos niveis de
IgA parece ocorrer na auséncia de outros mecanismos reguladores na mucosa
indicando que a SIgA presente na mucosa intestinal € importante, mas nao é suficiente

para manter a homeostase intestinal.

Também é valido ressaltar que a mucosa intestinal possui diversos
mecanismos de reconhecimento do microambiente e de geracdo de respostas
efetoras. Citamos acima 0s mecanismos relacionados a SIgA, mas ja esta muito bem
caracterizada a importancia protetora de diversos outros componentes, como 0S
receptores de resposta padrdo (PRRs - pattern recognition receptor), os linfécitos
intraepiteliais, células linfoides inatas, sinalizacdo nas proprias células do epitélio
intestinal, entre outros (DE LA FUENTE et al., 2019)

7z

Dentre tantos componentes e mecanismos, para este trabalho € importante
entender a relevancia da IL-10 no contexto intestinal, pois sabe-se que este € um dos
principais mecanismos para preservar um estado de inflamacéo fisiolégica no
intestino, de forma a ndo causar danos ao proprio tecido. A IL-10 presente ha mucosa
intestinal é secretada principalmente pelos macrofagos residentes, pelos linfocitos B1
e pelos linfécitos Treg na lamina prépria, que, por sua vez, diferenciam-se nesse perfil
dependendo do contexto intestinal e dos estimulos recebidos. Como j& mencionamos,
0s SCFAs sao importantes sinais para que ocorra essa diferenciacdo, assim como
determinados componentes da microbiota ou derivados desta, e também
componentes da dieta, como o acido retinoico, entre outros (OMENETTI; PIZARRO,
2015).

N&o estdo ainda esclarecidos todos os mecanismos pelos quais a IL-10 exerce
sua funcdo reguladora na mucosa intestinal. Um dos mecanismos propostos é a
atividade dessa citocina produzida por macréfagos CX3CR1+ residentes na lamina
prépria na manutencao de linfocitos Treg durante a inducéo de tolerancia oral (BAIN;
Schridde, 2018). A deplecdo desses macréfagos leva a quebra da tolerancia em
camundongos tratados com um antigeno proteico (ovalbumina) por via oral (KIM et al,
2018), embora a frequéncia total de linfécitos Treg na mucosa nao esteja alterada
depois da deplecédo (BAIN; SCHRIDDE, 2018). Outro mecanismo que resulta no
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controle da inflamacé&o intestinal é a sinalizacdo dessa citocina nesse macréfago
residente: a IL-10 suprime a atividade da quinase mMTORC1 (mammalian target of
rapamycin complex 1) que, consequentemente, leva a mitofagia, permitindo eliminar
mitocondrias disfuncionais. A relevancia dessa sinalizagdo fica evidenciada por
estudos que mostram que, na auséncia de sinalizacdo de IL-10, macrofagos
acumulam mitocondrias danificadas em um modelo animal de colite, assim como
pacientes com doenca inflamatéria intestinal, e isso resulta em uma ativagcao
desregulada do inflamassoma NLRP3 e producdo de IL-1B, uma citocina
conhecidamente importante para a diferenciacdo de linfécitos Thl7 e outros

mecanismos inflamatorios (IP et al., 2017).

Além disso, a sinalizagéo da IL-10 no macrofago residente na lamina propria
também induz a supressao da sinalizacdo de TLRs (toll like receptors) através de
diversos mecanismos. Isso resulta na inibicdo da expressao de moléculas necessarias
para a apresentacdo de antigenos, como MHCII (major histocompatibility complex I1)
e proteinas coestimulatorias (CD80, CD86, CD40). Dessa forma, a estimulacao e
diferenciacao de linfécitos T fica limitada (MTTAL; ROCHE, 2015).

Por fim, outro efeito interessante da sinalizacao da IL-10 na mucosa intestinal
pdde ser observado em um estudo realizado por Gunasekera et al. (2020)
investigando a relacao entre IL-10 e IL-22. A IL-22 é secretada por linfocitos Thl7,
Th22 e ILC3, sendo importante, em um contexto homeostatico, para estimular a
producéo de peptideos antimicrobianos por células do epitélio intestinal, assim como
para induzir atividade de reparo na barreira epitelial. Porém, na falta da sinalizacéo
por IL-10, a IL-22 € expressa aberrantemente resultando em exarcebacao da secre¢cado
de peptideos antimicrobianos no limen provocando hiperplasia no epitélio intestinal e
disbiose intestinal. Portanto, a IL-10 parece ser fundamental para limitar a atividade
de linfocitos secretores de IL-22 de forma a impedir a desrregulacdo do epitélio
intestinal (GUNASEKERA et al., 2020).

Assim, a mucosa intestinal € um ambiente complexo e dinamico, no qual falhas
em quaisquer dos componentes citados podem favorecer o desenvolvimento de uma
doenca inflamatéria intestinal. A Figura 2 a seguir ilustra resumidamente alguns
fatores de risco e processos que culminam no desenvolvimento da inflamacgéo

intestinal desrregulada.

Figura 2 - Disfuncdo da mucosa associada a disbiose nas DIl
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1.2 Modelos experimentais de doencas inflamatorias intestinais (DII)

Véarios modelos animais sao utilizados para o estudo das DIl. A maioria deles
sdo camundongos e eles podem ser divididos em trés classes: 1) aqueles induzidos
pela administracao de agentes colitogénicos, como a dextrana sulfato de sodio (DSS),
a oxazolona, ou o 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS); 2) o modelo de
transferéncia de linfocitos TCD4+ naive para camundongos linfopénicos; 3) os
modelos em camundongos geneticamente deficientes ou modificados que
desenvolvem espontaneamente a colite. Alguns desses modelos se assemelham mais
a colite ulcerative, outros a doenca de Crohn embora nenhum deles apresente todas
as caracteristicas dessas doencas (GOYAL et al. 2014). Apesar disto, eles sao
ferramentas valiosas no estudo das DII.

Atualmente existem mais de 10 modelos de camundongos geneticamente
deficientes que desenvolvem inflamacéo intestinal espontaneamente (PRATTIS;
JURJUS, 2015). Apesar disso, alguns autores sugerem que determinados modelos
apresentam pouca similaridade com o desenvolvimento da inflamag&o em humanos,
pois apesar de haver o desenvolvimento espontaneo da doenca, também observam
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processos de cura espontaneos apos algum periodo, ou divergéncias intrigantes em
amostras histologicas e endoscopicas, 0 que ndo acontece na doenca humana (KIM
etal., 2021).

Por conta disso, 0 modelo experimental utilizado parece ser significativamente
relevante. Os camundongos geneticamente deficientes ndo exibem cura espontanea
e, quando ndo ha interferéncias, seguem até o fim da vida com agravamento da
doenca. E importante notar que o desenvolvimento da colite nesse modelo depende
intensamente da microbiota, tendo em vista que camundongos isentos de germes nao
desenvolvem a doenca e também que o uso de antibidticos atenua a colite, ou, em
alguns caso, até resolve a inflamacao quando o antibiético € seletivo e especifico para
determinada microbiota, 0 que mostra coeréncia com o0 que acontece em humanos
(KEUBLER et al., 2015)

Esse modelo foi gerado por Kuhn et al. (1993) e consiste em uma mutacgéo
direcionada ao gene da IL-10 pela substituicdo de um fragmento de 500 pares de base
do exon 1 por um cédon de terminagdo e um cassete de expressao novo, introduzindo
um cédon de terminacdo no exon 3, 0 que resulta na deficiéncia de expresséo da IL-

10 para camundongos homozigotos.

Outro fator que evidencia a relevancia desse modelo experimental para o
estudo das DIl é o fato de que parte da populacdo mundial que desenvolve inflamacao
intestinal possui mutacdes relacionadas a expressao da IL-10 ou do receptor de IL-10
(SHOUVAL et al., 2016). Geralmente esses pacientes desenvolvem a doenca ainda
criancas e apresentam um risco relativamente alto de desenvolvimento de linfomas
de células B (NEVEN et al., 2013) (ZHU et al., 2017). Esses achados séo
particularmente relevantes para o desenvolvimento deste trabalho, tendo em vista que
pouco se fala sobre linfocitos B em doencas inflamatérias intestinais, e porque é
coerente com resultados relatados por nosso grupo relativos ao aumento na
frequéncia de linfocitos B CD19+CD5+ (linfocito B1) no peritonio e placas de Peyer de
camundongos deficientes em IL-10 (GOMES-SANTOS et al., 2012). Tendo isso em
vista, faz-se necessario entender o envolvimento de linfécitos B1 na colite, e isso sera

descrito a segquir.

1.3 Linfécitos B1
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Linfocitos B1 constituem uma porcdo menor dos linfocitos B totais e possuem
caracteristicas uUnicas em termos de marcadores de superficie, localizacao,
ontogénese e funcdo (MARTIN; KEARNEY, 2001). Enquanto os linfécitos B2
contribuem para a formacéo de centros germinativos, participando de respostas a
antigenos proteicos e dependentes de linfocitos T, os linfécitos B1 geralmente sdo
caracterizados por secretar anticorpos rapidamente e de forma independente de
linfocitos T, principalmente em resposta a polissacarideos e lipidios. Dessa forma, 0s
linfécitos B1 s&o responsaveis por secretar cerca de 90% dos anticorpos naturais
circulando no corpo, incluindo antigenos préprios, como os reconhecidos em células
apoptoticas e lipidios oxidados, como também IgM reativa ao virus da influenza, e
mais de 50% de IgA presente na mucosa intestinal (HOLODICK et al., 2017).

Em camundongos, esses linfécitos sdo encontrados em maior nimero na
cavidade peritoneal, mas também estéo presentes em menores propor¢des em outros
o6rgdos como o omentum, a pleura, o baco, a lamina prépria intestinal, entre outros.
Interessantemente, os linfocitos B1 sdo gerados em dois momentos diferentes: no
periodo embrionario e logo apds o nascimento. Portanto, eles possuem ontogénese,
desenvolvimento e precursores diferentes daqueles dos linfocitos B2 que emergem
apenas apods o0 nascimento através da hematopoiese na medula 6ssea (revisado por
BAUMGARTH, 2010). Luo et al. (2022) sugerem que a populacédo de linfocitos B1
presente ap0s 0 nascimento seja uma populacdo heterogénea que, apesar de se
manter por autorrenovacao, tém funcdes distintas ao longo do tempo.

Assim sendo, apesar de muito autores caracterizarem os linfocitos B1 de forma
geral como secretores de anticorpos naturais, secretores de citocinas reguladoras
(como IL-10) e com habilidade fagocitica e microbicida, € preciso distinguir quais
populacdes de linfocitos Bl de fato estdo associados a essas caracteristicas
BAUMGARTH, 2010).

Fenotipicamente, os linfocitos B1 sdo caracterizados como IgM", IgD'°, CD23,
B220°, com expressdo de Mac-1 (CD11b) em parte de células B-1 peritoneais, mas
nao nas células esplénicas (GHONS et al., 2008). As células B-1 sdo subdivididas em
B-la (CD5+) e B-1b (CD5-) com base na expressao de CD5 na superficie celular. Em
relacdo aos linfécitos Blb, além destes responderem a antigenos ndo proteicos,
também geram anticorpos para antigenos proteicos de forma independente de
linfécitos T, conferindo protecdo a longo prazo (ALUGUPALLI et al., 2004). J& os
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linfécitos Bla (CD5+) ainda devem ser divididos em Bla PC1M e Bla PC1'°, com base
na expressao de plasma cell alloantigen 1, uma ectonuclease presente na membrana
das células (WANG et al., 2012). A tabela 2 abaixo ilustra resumidamente as principais
distincdes e funcoes de linfécitos, BlaPC1'" e BlaPC1M.
Tabela 2: Distingdes entre linfocitos Bla PC1'° e Bla PC1™,

Bla PC1l Bla PC1M
Producéo de anticorpos naturais Producéo de anticorpos naturais
presentes no soro e na mucosa presentes no soro e na mucosa
(maioria); (minoria);

Capacidade de secrecdo especifica de | Secre¢do de anticorpos que

IgM a compostos bacterianos; reconhecem antigenos proprios;
N&o produz IL-10 apds estimulo; Secrecéo de IL-10 apds estimulo;
N&o regula a diferenciacao de Thl. Auxilia na diferenciagéo de Thl

Fonte: Adaptado: WANG et al. (2012)

Apesar de compartilhar algumas semelhancas, cada uma dessas populacées
ocupa um nicho celular e possui suas caracteristicas e fun¢des particulares. Dessa
forma, é necessario estuda-las de forma distinta (WANG et al., 2015).

Como vimos anteriormente, a acao de células reguladoras na mucosa intestinal
€ essencial para manter-se a homeostase. Apesar de o linfécito Treg ser mais
visualizado nesse contexto, ultimamente linfécitos B reguladores (Breg) tém sido
relatados como parte crucial desse sistema. Esses linfocitos foram recentemente
caracterizados por sua capacidade em suprimir respostas T efetoras e secretar
citocinas como IL-10, IL-35 e TGF- 3 (PACAUD et al., 2021). Nao existe um consenso
sobre os marcadores celulares que identificariam esses linfécitos, nem sobre quais
seriam seus precursores. Porém um estudo de Tedder (2015) demonstra que a maior
parte dessas células se encontra na populagéo peritoneal de linfocitos Bla, apesar de

também estarem presentes em meio a linfocitos B1b e em populacfes no baco.

Estudos recentes demonstram que a microbiota pode ter um papel na génese
desses Bregs, em particular através de seus metabolitos, incluindo acidos graxos de
cadeia curta (DAIEN et al., 2021) e também de determinadas classes bacterianas,
como Clostridia (ALHABBAB et al. 2015). Ademais, Polese et al. (2012) demonstraram
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gue pacientes com IBD apresentam uma reducdo no namero de linfécitos Bla. Um
estudo em camundongos também demonstrou que a producdo de IL-10 pelos
linfocitos B do peritbnio reduziu significativamente a gravidade da colite em modelos
experimentais espontaneo e induzido. Essa ac¢do anti-inflamatéria ocorreu pela
regulacéo da infiltracdo de neutrdfilos, da ativacéao de linfécitos efetores colitogénicos,
e da producdao de citocinas proé-inflamatérias durante o inicio da colite (MASEDA et al.,
2013). Em concordancia com estes achados, Fu et al., (2021) também relataram a
capacidade de linfocitos B peritoniais em melhorar a colite em um modelo animal pelo
aumento na producao de IgA no intestino. Esses dados, em conjunto, mostram que a
subpopulacao de linfocitos B1 tem funcéo reguladora e é importante para manter a
homeostase nos tecidos gastrointestinais e no sistema imune. No presente estudo,
nosso objetivo foi compreender melhor a dindmica de localizagéo das populac¢des de
linfocitos B1 e a relagédo da producéo de IgA secretoria (SIgA) com capacidade de se
ligar as bactérias da microbiota durante o desenvolvimento da colite espontdnea em

camundongos deficientes para IL-10.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar populag@es de linfécitos B1 durante o desenvolvimento da colite
espontanea em camundongos deficientes para IL-10.

2.2 Objetivos especificos

a. Avaliar histologicamente o desenvolvimento da colite no grupo deficiente
para IL-10.

b. Analisar a frequéncia de linfocitos B totais e das subpopulagfes de linfécitos
B1 em diferentes 6rgdos (baco, peritonio, placas de Peyer e cdlon) em
camundongos deficientes para IL-10 e em camundongos selvagens com 12
semanas de vida.

c. Analisar a frequéncia de bactérias da microbiota intestinal ligadas a SIgA
camundongos deficientes para IL-10 e em camundongos selvagens controle
com 8, 9 e 12 semanas de vida.
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1. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Camundongos selvagens (WT, wild type) e deficientes para IL-10 (IL-10-/-) em
um fundo genético 129 Sv/Ev foram obtidos do laboratério de Donna-Marie McCafferty
(Calgary University, Calgary, Canada). Todos os camundongos foram criados e
alojados no biotério do Laboratério de Imunobiologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Os camundongos foram
mantidos em microisoladores com racdo padrdo e agua autoclavadas até a data dos
experimentos. Os animais foram estudados com 8, 9 e 12 semanas de idade, e
camundongos 129 Sv/Ev do tipo selvagem pareados por idade foram usados como
controles. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG — CEUA #133 / 2020.

3.2 Laminas histoldgicas

O colon dos animais foi excisado e armazenado em cassetes previamente
identificados e embebidos em solucdo de formol 10% para fixacdo tecidual. Em
seguida, os tecidos foram desidratados com etanol e xilol, incluidos em parafina e
cortados em microtomo em secc¢des histolégicas de 4um. Para coloracédo, os tecidos
foram desparafinizados em xilol e rehidratados em banhos de concentracdes

decrescentes de etanol, e corados com hematoxilina e eosina.

3.3 Andlise histoldgica

Para a analise da inflamacédo tecidual resultante da colite, as laminas
histologicas foram examinadas utilizando microcopio 6tico na foi feita uma avaliagéo
semiquantitativa na qual as seguintes caracteristicas foram analisadas: na mucosa,
deplecédo de células caliciformes e presenca de abcessos de cripta (0 — normal, 1 —
leve, 2 — moderado e 3 — grave); na submucosa, presenca de infiltrado inflamatério (0
—normal, 1 —leve, 2 — moderado e 3 — grave); e na camada muscular, espessamento
da camada muscular (0 — normal, 1 — leve, 2 — moderado e 3 — grave). As pontuacdes

para cada parametro foram somadas até uma pontuacdo maxima de 12. As
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comparagOes estatisticas foram realizadas a partir da analise do somatorio de todos
0s parametros para cada animal, como exemplificado na Figura 3.

Figura 3: Estratégia de quantificagdo da inflamacé&o tecidual observada na colite

Célon normal Célon lesado

Medeiros et al., 2015

Deplegio de células caliciformes

Mucosa S~ Presenca de abscessos de criptas

Sul jcosa == Infiltrado Inflamatério - neutrdfilos

Muscular —p Espessamento da camada muscular

Maximo de Lesdo ‘ 10

(A) Histologia em HE do célon de um camundongo WT, aumento de 40x. O triangulo amarelo esta
ressaltando a preservagdo de células caliciformes na mucosa intestinal. (B) Histologia em HE do c6lon
de um animal com colite induzida por DSS, aumento de 40x. O circulo azul esta ressaltando a deplecao
de células caliciformes e o retdngulo verde abaixo esta ressaltando o abcesso de criptas na mucosa.
O circulo laranja esta ressaltando o infiltrado neutrofilico na submucisa. O retdngulo verde esta
ressaltando o espessamento da camada muscular. (C) Descricdo dos parametros de avaliacdo nas
respectivas camadas intestinais e exemplificacdo da contabilizacdo de escores para as imagens A e B.

3.4 Isolamento de células dos 6rgéos e tecidos
3.41 Peritbnio

ApOs eutanasia, foi feita uma pequena incisdo na parte abdominal inferior do
camundongo, que permitiu retirar a pele e o pelo puxando-os delicadamente para cima. Em
seguida, foram injetados 10ml de PBS 1x gelado no peritbnio com a utilizagéo de uma agulha
de 26G. O camundongo foi levemente balangado para permitir a desagregacao das células.
Por fim, o volume total foi coletado, o tubo foi centrifugado a 1200 r.p.m por 10 minutos e as
células foram ressuspendidas em 1ml de meio RPMI 1640 completo (enriquecido com m 2nM
de L-glutamina, 50mM de 2-mercaptoetanol, 100 U/mL de penicilina, 1mM de piruvato de
sodio, 0,1 mM de aminoéacidos nao-essenciais, 25 mM de HEPES e 10% de soro fetal bovino
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(SFB) inativado. As células vidveis foram contadas utilizando a cAmara de Neubauer apés o
uso do corante azul de tripano.

3.42 Bacgo

ApOs eutanésia, o baco do camundongo foi retirado e coletado em um tubo de 15ml
contendo meio RPMI 1640 completo (enriquecido com m 2nM de L-glutamina, 50mM de 2-
mercaptoetanol, 100 U/mL de penicilina, 1mM de piruvato de soédio, 0,1 mM de aminoacidos
nao-essenciais, 25 mM de HEPES e 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado. Em seguida,
o conteldo foi transferido para uma placa Petri e, entdo, macerado com a parte fosca de
laminas histolégicas. Apdés a maceracdo, o conteudo foi centrifugado a 1200 rpm por 10
minutos. Na sequéncia, o sobrenadante foi desprezado e foi acrescentado 9ml de agua
destilada para lisar as hemacias. Dez segundos depois, foi adicionado 1ml de PBS 10x e
novamente centrifugado nas mesmas configuragbes. Por fim, as células foram
ressuspendidas em 1ml de meio RPMI 1640 completo, e foram contadas as células viaveis
utilizando camara de Neubauer e corante azul de trypan.

3.43 Placas de Peyer

O intestino delgado foi coletado. O tecido gorduroso e o contetdo intestinal foram
removidos, permitindo melhor visualizacdo das Placas de Peyer. Ao serem identificadas,
foram coletadas delicadamente e armazenadas em um tubo contendo 1ml de meio RPMI 1640
completo. Em seguida, o contetdo foi transferido para uma placa Petri e, entdo, macerado
com a parte fosca de laminas histoldgicas. Apds a maceracgédo, o contetdo foi centrifugado a
1200 rpm por 10 minutos. Por fim, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas
em 500ul de meio RPMI 1640 completo. As células viaveis foram contadas utilizando a camara
de Neubauer e corante azul de trypan.

3.44 Lamina Propria

O intestino grosso foi coletado, o tecido gorduroso foi removido, assim como o
contetdo luminal (muco e fezes). O intestino limpo, entdo, foi cortado em pedagos com cerca
de 2cm e cada pedago armazenado em 10ml de meio A (HBSS feito no préprio laboratério,
enriquecido com 5% SFB e 25mM de HEPES). Cada pedacgo foi posicionado em papel filtro
e, entdo, o tecido foi canulado e invertido, expondo o compartimento luminal. Apés a inversao,
cada pedaco foi lavado com meio A e retornado para tubo contendo meio A fresco e, entéo,
vortexado. ApoOs finalizar esta etapa para todos os pedacos, o conteudo de cada tubo foi
filtrado por uma redinha de metal, e os pedacos foram coletados e armazenados em um novo
tubo contedo meio C (HBSS enriquecido com 15mM de HEPES, 5mM de EDTA, 10% de SFB
inativado e 1mM de DTT). Os tubos foram posicionados em um shaker por 20 minutos, a 180
rpm e 37°C. Apds esse periodo, os tubos foram colocados no gelo para parar a rea¢cao. Em
seguida, foram agitados vigorosamente para remover as células epiteliais, e novamente o
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contetdo despejado em redinha de metal. Os pedagos foram coletados e lavados com meio
A em placas de Petri. Para finalizar a lavagem, cada pedaco foi coletado em um tubo contendo
10ml de meio A e centrifugado a 1600 rpm por 3 minutos. Apos nova filtragem com redinha
de metal, os pedacos foram armazenados em tubos contendo 600ul de meio B (HBSS
enriquecido com 2mM de EDTA e 5mM de HEPES). O tecido foi picotado ao maximo possivel
e, entdo, novamente centrifugado a 5000 r.p.m por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado
e 0 conteudo foi ressuspendido em meio RPMI completo, contendo 0,17mg/ml de liberase TL
e 30ug/ml de DNAse | para desagregar a matriz extracelular e permitir a liberacdo de células.
Os tubos foram posicionados horizontalmente em um shaker por 15 minutos, a 120 rpm e
37°C. Em seguida foram vortexados por 5 minutos e novamente poscionados no shaker com
as mesmas configuracdes. Apds parar a reacao posicionando os tubos no gelo, o contetdo
dos tubos foi filtrado por redinhas de 100 micrometros e completado para 35ml com meio A.
Os tubos foram centrifugados a 1600 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
conteldo foi ressuspendido em 10ml de meio B. Na sequéncia, o conteudo foi filtrado com
redinha de 40 micrdmetros e o volume completado para 30ml com meio A. Apdés nova
centrifugacao repetindo a configuracdo passada, o sobrenadante foi despejado e, finalmente,
ressuspendido em 500ul de meio RPMI 1640 completo com 2% SFB. As células vidveis foram

contadas utilizando a camara de Neubauer e corante azul de tripano.

3.5 Imunofenotipagem

Apoés serem isoladas e contadas, foram incubadas 1 milhdo de células dos
orgaos citados anteriormente em placas de poliestileno. Primeiramente, foi adicionado
0 anticorpo anti-CD16 (Fc block, BD Bioscience, n° de catdlago 553142) por 10
minutos. Posteriormente, foi adicionado o marcador de viabilidade celular (LIVE /
DEAD TM, Viability / Cytotoxicity Kit, Invitrogen, n°® de catalago L3224) e entdo as
células foram encubadas por 30 minutos a 4°C e longe do alcance da luz com
anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos reativ Anélises posteriores
foram feitas utilizando o software FlowJo para determinar as populacdes positivas e
negativas para cada marcacédo além do nivel de expressao das respectivas moléculas.
Foram utilizados os anticorpos monoclonais conjugados reativos com moléculas de
superficie. Apdés esse periodo, as placas foram lavadas com PBS-wash e
centrifugadas a 1200 r.p.m por 10 minutos. Na sequéncia, as células foram
ressuspendidas com paraformaldeido 3%, incubadas a 4° novamente no escuro por
30 minutos. Por fim, as placas foram novamente lavadas e as células ressuspendias
em PBS 1x, prontas para serem passadas no citdmetro. Foi utilizado o FACScanto

acoplado a um computador com o software Diva. A partir de um grafico que permite
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identificar o tamanho e a granulosidade das células pelo padréo de disperséo do laser,
foram delimitadas as populacdes de interesse e, a partir destas, foram gravados 100
mil eventos para analise de linfécitos. Andlises posteriores foram feitas utilizando o
software FlowJo para determinar as populacdes positivas e negativas para cada
marcacao, além do nivel de expressao das respectivas moléculas. Foram utilizados
0s seguintes anticorpos conjugados: anti-B220 conjugado a PE-Cy5 (eBioscience, n°
de catalago 15045282); anti-lgM conjugado a APC-Cy7 (Biolegend, n°® de catalago
406515); anti-CD5 conjugado a Bv421 (Biolegend 100617); anti-CD19 conjugado a
FITC (BD Bioscience, n° de catdlago 553785); anti-CD23  conjugado a PE-Cy7
(Biolegend, n° de catalago 101613); e anti-PC1 conjugado a PE (Biolegend, n° de
catdlago 149203). A estratégia de FMO (Fluorescence minus one) foi utilizada para
determinar as populac¢des positivas e criar o delineamento dos gates.

3.6 Estratégia de determinacédo da populacéo de interesse

As células extraidas dos oOrgaos citados anteriormente foram avaliadas por
citometria de fluxo com o objetivo de quantificar linfocitos B2, linfécitos B1,
subpopulac¢des de linfécitos B1 positivos ou ndo para CD5, e subpopulagbes de
linfocitos B1 CD5+ positivos ou ndo para PC1. A identificacdo foi feita através da
selecdo por tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A) padréo (gate para linfocitos
ou granuldcitos) e posterior separacao de populacfes negativas ou positivas para 0s
marcadores utilizados como mostrado na Figura 4.

Figura 4 - Estratégias de gate utilizada em todos os 6rgédos demonstrada através da

imunofenotipagem dos linfocitos B2 e B1 no baco.
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ApOs adquirir a leitura das células no citbmetro, no Flowjo foram selecionadas as popula¢fes de
interesse, seguindo a estratégia ilustrada acima. Primeiro foram selecionados os eventos gerais. Dentro
desses eventos, foram selecionados os singlets; dentro dos singlets foram selecionadas células vivas;
dentre as células vivas, foram selecionados os linfécitos através do tamanho (FSC-A) e de
granulosidade (SSC-A); dentre os linfdcitos, foram selecionados linfécitos B totais através do CD19.
Dentre as células positivas para CD19, foram selecionados linfocitos B2 totais, ou seja, B220 positivo,
e foram selecionados linfGcitos B1 totais, ou seja, B220low ou negativo. Dentre os linfécitos low ou
negativos para B220, foram selecionados linfécitos Bla, ou seja, positivos para CD5. Dentre os
linfocitos Bla, foram selecionadas populacdes positivas ou negativas para PC1. Essa foi a estratégia
utilizada para andlise das células de todos os diferentes 6rgaos.

3.7 Ensaio de sIgA ligada a bactérias da microbiota intestinal

3.71 Processamento do conteudo fecal

Para este ensaio, as fezes dos camundongos foram coletadas em tubos
estéreis, nos quais foi adicionado o volume necessario de PBS 1x gelado e estéril para
atingir a concentracdo de 1mg/ml de acordo com o peso fecal. Cada amostra foi

homogeneizada em vortex por 5 min para a total diluicdo do contetdo fecal e em
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seguida centrifugada a velocidade de 4000g por 5 minutos a temperatura de 4°C. O
sobrenadante foi coletado e filtrado em cell strainer de 40um. O sobrenadante filtrado

foi utilizado para a analise de bactérias da microbiota intestinal ligadas a SIgA.

3.72 Citometria de fluxo

Apbés o processamento fecal, o conteudo foi centrifugado a 8.000g para
precipitar as bactérias. O pellet obtido foi ressuspendido em 1ml de PBS 1x estéril
gelado, e foi adicionado o anticorpo anti-IgA conjugado a PE. As amostras foram
incubadas na geladeira por 40 minutos, lavadas com PBS-wash, centrifugadas
novamente a 8000g e, por fim, foram adquiridas pelo citdmetro FACScan. A andlise
foi feita utilizando o software FlowJo e a estratégia esta demonstrada na Figura 5.

Figura 5: Estratégia de gates para analise de SIgA da microbiota intestinal

SSCH

1gA

As bactérias foram isoladas do conteldo fecal e marcadas com anticorpos anti-lgA. Em seguida, foi
feita a avaliacdo por citometria de fluxo e pelo FlowJo. As bactérias foram selecionadas utilizando-se
0s parametros de tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A), como descrito por Palm et al. 2014. No
primeiro gréfico esta destacada a populagao de interesse, e no segundo, evidencia-se as bactérias
ligadas a SIgA. Nos gréficos inferiores, evidencia-se os controles negativos de cada um dos trés
ensaios realizados para idades diferentes dos camundongos.

3.8 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas pelo software GraphPadPrism® 6. As
analises entre grupos foram executadas pela metodologia teste T de Student nao-
pareado para comparacdes entre dois grupos apos a exclusao de outliers.
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4. RESULTADOS

4.1 A histologia do cdélon dos animais deficientes para IL-10 apresenta
inflamacé&o neutrofilica com mudancgas teciduais.

Camundongos 129 Sv/Ev WT e deficientes pra IL-10 foram mantidos no biotério
até alcancarem 12 semanas de vida. Apés este periodo, os animais foram sacrificados
e foram realizados os experimentos. A analise histoldgica dos dois grupos de
camundongos demonstrou que os camundongos WT nao apresentavam inflamacé&o
ou alteracgdo tecidual no célon, como esperado, enquanto os camundongos deficientes
para IL-10 (IL-10ko) desenvolveram uma inflamacédo caracterizada por infiltracao
neutrofilica na submucosa, com espessamento da camada muscular e deplecao de
algumas células caliciformes na mucosa, indicando de fato o desenvolvimento da
colite (Figura 6).

Figura 6: Analises histolégicas representativas do intestino grosso de camundongos
WT e de camundongos deficientes para IL-10.
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(A) Histologia em HE do célon de camundongo representativo de grupo WT, demonstrando a
preservagdo de todos os parametros analisados, aumento de 40x. (B) Histologia em HE do colon de
camundongo representativo do grupo deficiente para IL-10, aumento de 10x. A seta laranja esta
indicando a submucosa com infiltrado inflamatdério. A seta verde esta indicando o espessamento da
camada muscular. (C) Histologia em HE do célon de camundongo representativo do grupo deficiente
pra IL-10, aumento de 40x. A seta laranja esta indicando o infiltrado neutrofilico na submucosa
intestinal. (D) Histologia em HE do c6lon do camundongo representativo do grupo deficiente pra IL-10,
aumento de 40x. A seta azul esta indicando a deplecédo de células caliciformes na mucosa intestinal.

Essas alteracdes se somaram para aumentar o escore inflamatoério do grupo
IL-10ko quando comparado com o] grupo WT (Figura 7).
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Figura 7: Escore Inflamatério do c6lon de camundongos WT e de camundongos
deficiente para IL-10.
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Os camundongos foram sacrificados na 122 semana de vida, os célons isolados e fixados com solucéo
de formol 10% para preparacdo de laminas histolégicas. As laminas foram coradas por HE e
examinadas em microscopio 6tico em aumento de 40X para quantificagdo dos parametros que
compdem o escore histologico como  descrito nos  materiais e  métodos.
As barras representam a média + SD dos valores de cada grupo. As diferengas entre os grupos foram
calculadas utilizando ANOVA. * P<0.05.

4.2 Camundongos deficientes para IL-10 apresentaram aumento da
frequéncia de linfécitos B2 no periténio.

A cavidade peritoneal € um dos compartimentos corporais no qual, em
condicbes normais, se aloja a maior parte dos linfocitos Bl (revisado por
BAUMGARTH, 2010). Por conta disso, um dos objetivos iniciais foi quantificar as
populacdes de linfécitos B2 e B1 e também de determinadas subpopulacdes de
linfécitos Bl nesse compartimento, interessantemente, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as frequéncias de linfécitos B1 ou de suas
subpopulacdes entre o grupo WT e IL-10ko. No entanto, houve um aumento da
frequéncia de linfécitos B2 totais nos camundongos deficientes para IL-10 (Figura 8).

Figura 8: Frequéncia de linfécitos B2 e B1 no peritdbnio de camundongos WT e
deficientes para IL-10.
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Os camundongos WT e IL-10ko foram sacrificados na 122 semana de vida, foram isoladas
células do peritdnio, marcadas com anticorpos fluorescentes e analisadas por citometria de fluxo para
determinagdo das frequéncias de linfécitos B2, Bl e suas subpopulagdes.
As barras representam a média + SD dos valores de cada grupo. As diferengas entre os grupos foram
calculadas utilizando ANOVA. * P<0.05.

4.3 Camundongos deficientes para IL-10 apresentaram diminui¢cao da
frequéncia de linfécitos B2 e aumento da frequéncia de linfocitos B1 no bacgo.

A relevancia do baco para os linfécitos B1 ndo esta totalmente elucidada, porém
Wardemann et al., (2002) demonstraram que a esplenectomia se acompanhava da
deplecdo de linfocitos Bla da cavidade peritoneal. Outros estudos também
demonstraram que os linfocitos B1 presentes no peritdnio secretam anticorpos de
forma espontanea, mas significativamente menos que os linfécitos B1 presentes no
baco (revisado por BAUMGARTH, 2010). Isso demonstra a importancia de investigar
conjuntamente a frequéncia de linfocitos B1 presentes no peritdnio e também no baco.
A Figura 9 ilustra o resultado obtido através dos experimentos.

Figura 9: Frequéncias de linfécitos B2 e B1 no baco de camundongos WT e
deficientes para IL-10.
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Os camundongos WT e IL-10ko foram sacrificados na 122 semana de vida, foram isoladas células do
baco, marcadas com anticorpos fluorescentes e analisadas por citometria de fluxo para determinacéo
das frequéncias de linfocitos B2, B1 e suas subpopulagdes.
As barras representam a média + SD dos valores de cada grupo. As diferengas entre os grupos foram
calculadas utilizando ANOVA. * P<0.05.

Observamos uma diminui¢cdo na frequéncia de linfocitos B2 e um aumento da
frequéncia de linfocitos B1 no baco de camundongos deficientes para IL-10. Porém,
curiosamente, ndo observamos diferencas nas frequéncias das subpopulacdes de
linfocitos B1 entre os dois grupos de camundongos. Isso pode indicar que talvez haja
uma subpopulagcédo néo pesquisada que esteja contribuindo para a diferenca entre a
frequéncia de linfécitos B1 totais, ou 0 niumero de camundongos nao foi o suficiente
para gerar uma diferenca estatisticamente significativa. Uma tendéncia de aumento
da frequéncia de linfécitos Bla PC1M nos camundongos deficientes para IL-10 pode
ser observada na figura.
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4.4 Camundongos deficientes para IL-10 apresentaram diminui¢cao da
frequéncia de linfécitos B2 e um aumento da frequéncia da subpopulacéo de
linfécitos Bla PC1llo na lamina propria do cdlon.

Sabe-se que mais de 50% da SIgA presente na lamina propria intestinal, €&
produzida por linfocitos B1 originarios do baco (ROSADO et al., 2009). Além disso,
Berberich et al. (2007) demonstraram que o microambiente peritoneal possibilita maior
capacidade de migracdo de linfécitos B para lamina prépria e, em menores
proporcdes, para as placas de Peyer. Nossos resultados mostram uma diminui¢cao na
frequéncia de linfocitos B2 e um aumento na frequéncia de linfcitos Bla PC1'° na
lamina propria do coélon dos camundongos deficientes para IL-10, em comparacao
com o0s animais do grupo controle WT (Figura 10).

Figura 10: Frequéncia de linfécitos B2 e B1 na lamina prépria do célon de
camundongos WT e deficientes para IL-10.
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Os camundongos WT e IL-10ko foram sacrificados na 122 semana de vida, foram isoladas
células da lamina propria do c6lon, marcadas com anticorpos fluorescentes e analisadas por citometria
de fluxo para determinacao das frequéncias de linfécitos B2, B1 e suas subpopulagbes. As barras
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representam a média + SD dos valores de cada grupo. As diferencas entre os grupos foram calculadas
utilizando ANOVA. * P<0.05.

4.5 Camundongos deficientes para IL-10 apresentaram aumento da
frequéncia de linfécitos B2 totais nas placas Peyer.

Khun et al. (1993) foram os primeiros autores a relatar o desenvolvimento
espontaneo da colite neste modelo animal. No artigo original, eles descrevem que a
colite desenvolvida por esses camundongos se restringe ao célon proximal quando os
animais sdo mantidos em condi¢cOes livres de patdégenos especificos, como nos
biotérios. Porém, ja foi relatado que, mesmo nessas condi¢cdes, também podem
ocorrer alteracdes no intestino delgado, especificamente no ileo (GOMES-SANTOS
et al., 2012). Além disso, em humanos, ha evidéncias que sugerem que 0 inicio das
lesbes da doenca de Cronh ocorre no epitélio que recobre as placas de Peyer
(CHASSAING et al., 2011). Tendo isso em vista, se fez necessario analisar as células
de interesse também nesses compartimentos. As placas de Peyer sdo caracterizadas
por formar centros germinativos. Dessa forma, ndo esperavamos observar diferencas
entre as frequéncias de linfocitos B1 entre os dois grupos de camundongos (KOMBAN
et al., 2019). Ainda assim, é interessante observar que houve aumento na frequéncia
de linfécitos B2 nas placas de Peyer dos camundongos deficientes para IL-10 (Figura
11).



Figura 11: Frequéncia de linfécitos B2 e B1 nas placas de Peyer de
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Os camundongos WT e IL-10ko foram sacrificados na 122 semana de vida, foram isoladas
células das placas de Peyer, marcadas com anticorpos fluorescentes e analisadas por citometria de
fluxo para determinacdo das frequéncias de linfécitos B2, B1 e suas subpopulagfes. Diferentemente
dos outros érgdos. As barras representam a média + SD dos valores de cada grupo. As diferencas
entre os grupos foram calculadas utilizando ANOVA. * P<0.05.

4.6 Camundongos deficientes para IL-10 apresentaram aumento da
frequéncia de bactérias ligadas a SIgA com 8 semanas de vida.

Rosado et al. (2009) mostraram que, sem imunizacdo intencional, toda a SIgA
presente no intestino é produzida por linfécitos Bla. Além disso, estd consolidada a
relevancia da SIgA na manutencdo da homeostase intestinal através de diversos
mecanismos (CORTHESI, 2013). Assim sendo, achamos interessante observar se
haveria diferenca na frequéncia de bactérias da microbiota ligadas a SIgA ao longo do
desenvolvimento da colite. Curiosamente, observamos um leve aumento da

frequéncia de bactérias ligadas a SIgA no periodo de 8 semanas de vida, porém esse
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dado ndo se repetiu uma semana depois e ndo houve diferenga no periodo de 12

semanas de vida, momento em que a doenca ja estava estabelecida (Figura 12).

Nos animais de 12 semanas de vida, as frequéncias de bactérias ligadas a SIgA
foram muito mais baixas que o esperado. Isso sugere que provavelmente a marcacao
com o anticorpo ndo aconteceu de forma adequada (Figura 12). Para confirmar este
dado seria preciso realizar novamente o experimento.

Figura 12: Frequéncia de bactérias ligadas a SIgA em periodos de 8,9 e
12 semanas.
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Os camundongos WT e IL-10ko foram sacrificados na 122 semana de vida, foram isolados as fezes e
o contetido do sobrenadante de centrifugagdo destas foi marcado com anticorpo fluorescente para IgA
e analisadas por citometria de fluxo para determinacdo das frequéncias de bactérias da microbiota
ligadas a SIgA.
As barras representam a média + SD dos valores de cada grupo. As diferencas entre os grupos foram
calculadas utilizando ANOVA. * P<0.05.
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5. DISCUSSAO

Este trabalho buscou inicialmente confirmar um dado experimental previamente
descrito pelo nosso grupo. Gomes-Santos et al. (2012) realizaram estudos que
detalharam as diversas altera¢bes imunoldgicas que convergem no desenvolvimento
da colite espontanea nos camundongos deficientes para IL-10. Interessantemente, foi
observado que, além das diversas anomalias inflamatdrias na mucosa intestinal dos
camundongos IL-10ko, houve aumento na frequéncia de linfécitos CD19+CD5+ no
peritdnio e na lamina propria intestinal dos animais com colite. Foi sugerido, baseado
na marcacdo com anticorpos anti-CD5, que esses linfocitos eram linfocitos Bla.
Porém, Wang et al. (2012) demonstraram que nao € correto abordar os linfocitos Bla
como sendo uma populacdo de células unica e homogénea, tendo em vista que é
possivel - e faz-se necessario - distinguir pelo menos duas populacdes diferentes de
linfécitos Bla, com base na expressdao de PC1l. Ademais, Kaplan et al. (2001)
argumentam que linfocitos B2 também pode expressar CD5 em niveis baixos. Além
disso, Wang et al. (2012) demonstraram que essas subpopulacdes de linfocitos Bla
possuem caracteristicas Unicas e distintas entre si e, portanto, cada uma possui um
nicho celular especifico e fungbes particulares, devendo ser analisadas

separadamente.

Interessantemente, ao utilizar os marcadores celulares descrito por Wang et al.
(2012) foi possivel separar mais adequadamente as populacdes de linfécito B1. No
entanto, ao analisarmos a frequéncia das subpopulacées de linfécitos B no peritdnio,
nao observamos aumento da frequéncia de linfocitos B1 nem de suas subpopulactes
(linfécito B1b, Bla PC1M e Bla PC1°). Porém observamos aumento de linfocitos B2
(CD19+ B220hi) nesse compartimento. De fato, Tedder, (2015) demonstrou que, em
condicbes normais, existe um pequeno numero de linfécitos B2 no peritdnio.
Interessantemente, Vale et al. (2015) demonstraram que o repertério de linfécitos B2
presentes no peritdnio se assemelha ao repertorio de linfocitos B1 e Hasting et al.
(2006) sugerem que os linfocitos B2 do peritdnio representam uma populacéo distinta
de linfocitos B2 com caracteristicas comuns aos linfécitos B1b. Além disso, Barberich
et al. (2007) demonstraram que o microambiente peritoneal compromete a migracao
de linfécitos B para o intestino. Tendo isso em vista, o resultado apresentando neste

trabalho parece mostrar coeréncia com os estudos citados, confirmando a existéncia
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de linfécitos B2 na cavidade peritoneal e o aumento na frequéncia dessas células
durante a colite.

Aos analisarmos as frequéncias das populac6es de linfocitos B no baco,
observamos diminuicdo da frequéncia de linfécitos B2 e aumento da frequéncia de
linfécitos B1 nos camundongos deficientes para IL-10. Curiosamente, nenhuma das
subpopulacdes de linfocitos B1 apresentou divergéncia estatisticamente significativa
em relacdo ao grupo controle. Em relacédo aos linfécitos B2, esse resultado mostra
coeréncia com os resultados observados no peritbnio e nas placas de Peyer, tendo
em vista que, enquanto no bago observou-se diminui¢ao das frequéncias dos linfocitos
B1, no peritbnio e nas placas de Peyer observou-se aumento dessas células,
sugerindo que possa estar havendo de fato migracao de linfocitos B2 para o periténio,
de forma que estes possam posteriormente alcancar a mucosa intestinal. Em relacéo
aos linfécitos B1, também parece estar havendo migracéo para outros 6rgaos, tendo
em vista o resultado das frequéncias dessas células na lamina prépria do célon.
Porém, parece que a populacéo identificada no baco talvez néo seja de fato nenhuma
das subpopulacbes pesquisadas de linfocitos B1. Interessantemente, McHeyzer-
Williams et al. (2000) e Driver et al. (2001) descrevem populacdes de linfocitos B de
memoria representados entre linfocitos B220'°, justamente a populagdo com
frequéncia aumentada no bago. Por fim, um estudo interessante em humanos mostrou
gue um linfocito B de memodria expressando IgM e funcionalmente equivalentes aos
linfécitos Bla murinos apresentou drastica reducdo na circulagcdo sanguinea apos
esplenectomia. A cirurgia também resultou na diminuicdo de células positivas para IgA
na mucosa intestinal. Esses estudos sugerem que pode haver um eixo ba¢co-mucosa
intestinal ainda ndo completamente elucidado, tanto em camundongos como em
humanos (CARSETTI et al., 2020).

A analise da lamina prépria do colon mostrou uma diminuicdo da frequéncia de
linfécitos B2 e aumento de linfécitos Bla PC1'° no grupo de camundongos deficiente
para IL-10. A diminuicdo de linfocitos B2 na lamina prépria sugere, novamente,
migracao dessas células para outros 6rgaos. O aumento de linfécitos B2 (mas nao de
B1l) nas placas de Peyer mostra-se coerente, tendo em vista ser este um
microambiente rico em centros germinativos, sendo importante para o0
desenvolvimento destes linfécitos B2 (REBOLDI; CYSTER, 2016). Os linfécitos B1,
por outro lado, ndo sdo encontrados normalmente em centros germinativos, devido as
peculiaridades da sua ativagéo que nao requer o auxilio de linfécitos T (HAYAKAWA
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et al., 1986) (FISCHER et al., 1997). Ademais, o aumento da frequéncia de linfocitos
Bla PC1"° nalamina prépria do célon dos camundongos IL-10ko mostra-se coerente,
tendo em vista os dados do estudo de Rosado et al. (2009). Neste estudo, os autores
demonstraram que, em camundongos que nao foram imunizados intencionalmente, a
maior parte da SIgA no epitélio intestinal € produzida por linfocitos Bla. O estudo
partiu da andlise de camundongos Hox11”. Nesses camundongos, a asplenia
congénita causa o esgotamento do pool de linfocitos Bla, deixando intactos os
linfécitos B1b e B2. Assim, demonstraram que, no intestino de camundongos Hox11"
, 0 numero de plasmdcitos secretores de IgA € reduzido em 70%. Mais importante
ainda, nenhum transporte de IgA p6de ser detectado através das células epiteliais, e
o filme de SIgA no lado luminal estava ausente. Como a estrutura de linfonodos e as
reacbes T dependentes sdo normais em camundongos Hox1l”, os autores
levantaram a hipotese de que a falta de linfocitos Bla poderia ser responsavel pelo
defeito na producgéo de SIgA. De fato, o transplante de linfocitos Bla restaurou o filme
de SIgA em camundongos deficientes. Além disso, o relato de casos de Sandy et al.
(2021), no qual pacientes que desenvolveram colite por deficiéncia da resposta de IL-
10 apresentaram aumento dos niveis circulantes de IgA converge com estes estudos.

Outra questéao relevante é o aumento da frequéncia de linfocitos B2 nas placas
de Peyer tendo em vista um estudo recente demonstrando a existéncia de um
mecanismo natural e independente de antigenos exdgenos que possibilita a
diferenciacdo de plasmablastos secretores de IgA reativos a microbiota e polirreativos
a outros antigenos. Esse mecanismo ocorre nas placas de Peyer e depois esses
plasmablastos migram para lamina prépria intestinal, ou outros tecidos, como o baco
(BUNKER et al. 2017). No contexto das DIl, esse mecanismo € importante pois
pacientes com DIl geralmente possuem defeitos na barreira epitelial intestinal
apresentando maior translocacéo bacteriana para tecidos extra intestinais (LINARES

et al., 2021).

Por fim, Gomes-Santos et al. (2012) relataram aumento dos nivies de SIgA nas
fezes de camundongos deficientes para a IL-10 de 10 semanas idade, momento em
gue a inflamacéo intestinal ja esta estabelecida. Porém, antes do desenvolvimento da
doencga, com 4 e 6 semanas de vida, e com 16 semanas de vida, quando a colite é
mais intensa, ndo ha diferenca entre os grupos. No presente estudo, ndo avaliamos
os niveis de SIgA nas fezes dos camundongos, mas observamos o aumento da

frequéncia de bactérias ligadas a SIgA em camundongos IL-10ko com 8 semanas de
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vida, mas ndo com 9, nem com 12 semanas de vida. Examinando os dois resultados
em conjunto, podemos propor duas hipdteses. A primeira seria que 0 aumento da
frequéncia de bactérias ligadas a SIgA na oitava semana de vida pode ser paralelo a
um aumento dos niveis dessa imunoglobulina no muco intestinal (e nas fezes), e isto
indicaria uma mudanca na dinamica temporal do desenvolvimento da doenca,
sugerindo um inicio mais precoce, tendo em vista que o desenvolvimento da colite
neste modelo animal depende fortemente das condicbes ambientais nas quais 0
animal esta inserido. A outra hipétese é que o aumento da frequéncia dessas bactérias
ligadas & SIgA pode estar relacionado a mudangas na composicdo da microbiota
nesse periodo (disbiose) que precedem o surgimento da colite (10 semanas), e
representar um mecanismo imunorregulador importante que, embora nao consiga
interromper o curso da doenca, contribui em algum grau para controlar sua
intensidade. Nesse caso, 0 aumento dos nivies totais de SIgA que se segue, como
descrito no estudo de Gomes-Santos e colaboradores, representaria um mecanismo
adicional de imunorregulagdo em um momento em que ocorre um aumento na
producdo de citocinas inflamatérias (IL-6, IL-17A) e anti-infamatérias (TGF-B) na
mucosa intestinal dos camundongos IL-10ko. Em humanos com a doenga ativa,
observa-se 0 aumento da frequéncia de bactérias ligadas a SIgA, assim como de
bactérias ligadas a SlgG em periodos muito posteriores ao desenvolvimento da
doenca. Ao contrario da SIgA, as bactérias ligadas a SIgG ndo sao encontradas em
individuos saudaveis. O aumento da porcentagem de bactérias conjugadas a SlgG
esta correlacionado com o aumento de SlgG fecal livre no limen intestinal, sugerindo
gue a quebra da barreira epitelial da mucosa seja um fator importante que leva a esse
resultado (RENGARAJAN et al., 2019). Além disso, outros estudos sugerem que, no
contexto de infec¢cdes e de doencas inflamatdérias cronicas do intestino, a SIgG possui
uma funcéo crucial na contencao e eliminacao de patégenos, que sobrepde e substitui
o0 envolvimento de SIgA e SIgM (revisado por CASTRO-DOPICO; CLATWORTHY,
2019).

Assim, nossos resultados sugerem que o0 microambiente intestinal na colite
gera sinais intensos e continuos que culminam no aumento da frequéncia de linfocitos
B2 nas placas de Peyer e de linfocitos Bla PC1lo na lamina prépria do célon. Como
ndo houve aumento na frequéncia da populagdo de linfécitos Bla PC1", que seria a
populacao capaz de secretar IL-10 em condi¢cdes normais, o envolvimento das outras
duas populacdes de linfécitos B parecem contribuir para a exacerbacao do processo
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inflamatorio intestinal, ainda que sejam também mecanismos compensatorios pela

auséncia de outros mecanismos reguladores.
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6. CONCLUSAO
Este estudo contribuiu para desvendar alguns detalhes dos resultados do nosso
grupo que demonstra a implicagao de linfécitos CD19+ CD5+ na colite (Gomes-Santos
et al. 2012). Com a utilizacdo de outros marcadores de superficie de linfécitos B2 e
Bl foi possivel determinar que as duas populacbes de linfocitos parecem ser
relevantes no desenvolvimento da colite neste modelo animal. Outros experimentos
seriam necessarios para determinar a funcao que estes linfocitos estao realizando de

fato no presente contexto.
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