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RESUMO

Células B-1 sdo um subtipo de linfécito B cujos mecanismos de acdo no sistema
imunolégico bem como sua patogénese ndo sdo completamente compreendidos.
Sabe-se que os linfécitos B-1 tém capacidade fagocitaria quando expostos ao desfio
bacteriano. Porém, ndo h& estudos suficientes que abordam tais mecanismos em
modelo animal submetido ao estresse crénico, como ocorre na privacdo e/ou
restricdo do sono. Sendo assim, o objetivo deste trabalho, foi averiguar as alterages
fisiologicas das células B-1 bem como a capacidade fagocitica destas células em
animais que sofreram restricdo de sono. Para tanto, camundongos machos da
linhagem C57BL/6 foram submetidos ao protocolo de restricdo de sono durante 21
dias (RS21) e tiveram seus dados coletados para primeira etapa do trabalho. Na
segunda etapa, apos replicarmos 0 mesmo protocolo, no vigésimo dia de restricdo
de sono, todos os animais, incluindo os animais do grupo controle, foram injetados
intraperitonealmente com 1.10" de promastigotas de Leishmania amazonensis. A
eutanasia ocorreu 24 horas depois da administracdo do parasita. Apos eutanasia,
foi realizado lavado peritoneal para analise das populacdes celulares por citometria
de fluxo bem como andlise da expresséo relativa de alguns genes envolvidos no
comprometimento linfoide ou mieloide das células B-1. Os resultados demonstraram
que os fatores de transcri¢do relacionados a linhagem linfoide estdo diminuidos, com
uma persisténcia concomitante da expressao dos genes de comprometimento
mieloide, revelando assim que essas células tendem a um comprometimento de
perfil mieloide apds o protocolo de restricdo de sono. Além disso, as células B-1
apresentaram aumento estatisticamente significativo de Oxido nitrico (NO) e
espécies reativas de oxigénio (ROS) nos animais que sofreram a restricdo de sono.
Porém, foi observado menor indice fagocitario nas células B-1 no grupo RS21
guando comparados ao grupo controle. Nossos resultados indicam que apesar das
células B-1, apOs protocolo de restricdo de sono, mesmo apresentando maior
producdo de NO e ROS, e, adquirindo uma tendéncia para perfil mieloide em
detrimento ao comprometimento linfoide, também leva a diminuicdo da expressao
de receptores envolvidos no reconhecimento de padrées moleculares associados a
patdgenos, visto que, a expressao relativa dos genes dos receptores semelhantes a
Toll (TLR-2, TLR-6, TLR-9) também estdo diminuidos nos animais do grupo RS21.
Acreditamos que a diminui¢ao da fagocitose no grupo RS21, ocorra pela reducéo

da expresséao desses receptores nas células B-1.



Abstract

B-1 cells are a subtype of B lymphocyte whose mechanisms of action in the
immune system as well as their pathogenesis are not fully understood. B-1
lymphocytes are known to have phagocytic capacity when exposed to bacterial
defect. However, there are not enough studies that address such mechanisms in
an animal model subjected to chronic stress, such as sleep deprivation and / or
restriction. Thus, the objective of this project was to investigate the physiological
changes of B-1 cells as well as the phagocytic capacity of these cells in animals
that suffered sleep restriction. To this end, male C57BL / 6 mice underwent the
sleep restriction protocol for 21 days (RS21). On the twentieth day of sleep
restriction, all animals, including control animals, were injected intraperitoneally
with 1,107 Leishmania amazonensis promastigotes. Euthanasia occurred 24
hours after parasite administration. After euthanasia, peritoneal lavage was
performed to analyze cell populations by flow cytometry as well as to analyze the
relative expression of some genes involved in B-1 lymphoid or myeloid
involvement. The results showed that the transcription factors related to the
lymphoid lineage are decreased, with a concomitant persistence of myeloid
impairment gene expression, thus revealing that these cells tend to a myeloid
profile impairment after the sleep restriction protocol. In addition, B-1 cells
showed a statistically significant increase in nitric oxide (NO) and reactive oxygen
species (ROS) in sleep-restricted animals. However, a lower phagocytic index
was observed in B-1 cells in the RS21 group when compared to the control group.
Our results indicate that despite B-1 cells, after sleep restriction protocol, even
presenting higher NO and ROS production, and, acquiring a tendency towards
myeloid profile to the detriment of lymphoid impairment, also leads to decreased
expression of receptors involved. in the recognition of pathogen-associated
molecular patterns, as the relative expression of Toll-like receptor genes (TLR-2,
TLR-6, TLR-9) is also decreased in RS21 group animals. We believe that the
reduction of phagocytosis in the RS21 group occurs by reducing the expression

of these receptors in B-1 cells
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1 INTRODUCAO

O sistema imunolégico um sistema altamente homeostatico, responsavel
pela manutencéo da vida frente ao desafio a patbgenos e células cancerosas. E
um sistema complexo conhecidamente adaptativo que garante a homeostasia, e
passou a ser estudado desde o final do século XVIII, quando o Edward Jenner
observou que a variola bovina passava a conferir prote¢do contra a variola
humana (MURPHY, 2014). Atualmente com o advento de tecnologia e ao
histérico de pesquisas, sabe-se que as respostas do sistema imune podem ser
divididas em duas linhas: inata e adaptativa, um mecanismo que ajuda a garantir
a efetividade de respostas frente a micro-organismos infecciosos e impedindo a

multiplicacdo de células tumorais (MURPHY, 2014).

Ha cerca de cem anos, Metchnikoff descreveu as células fagocitarias que
constituem o alicerce da resposta imune inata. Foram identificadas originalmente
em equinodermas, embora presentes em quase todos os seres vivos do reino
animal (revisado em Gordon, 2016). Filogeneticamente, a resposta imune inata
antecede a resposta adaptativa e, isoladamente, confere protecdo para a maioria
das espécies animais existentes (Beutler & Poltorak, 2001). A resposta inata
constitui a primeira linha de defesa contra as doencas infecciosas e é
amplamente mediada por neutréfilos e macréfagos (Aderem, 2001; Aderem &
Underhill, 1999). No entanto, ha relatos na literatura mostrando que a capacidade
de fagocitose néo se restringe aos fagécitos profissionais, como neutrofilos e
macrofagos, mas que existem linfocitos também capazes de realizar tal atividade,

como as células B-1 (Novaes e Brito et al., 2010; Geraldo et al., 2016).

Duas linhagens de célula B, designadas B-1 e B-2, foram identificadas
com base nas suas origens, distribuicdo anatémica, marcadores de superficie
celular, subtipos de anticorpos produzidos e capacidade de autorreposicéo (Bao
et al., 1998). Quanto a localizacdo anatdbmica, as células B-1 concentram-se nas
cavidades peritoneal e pleural em camundongos (Hayakawa et al., 1985;
Herzenberg et al., 1986). Fenotipicamente, as células B-1 diferem das células B-
2 por apresentarem express&o nao usual de marcadores de superficie (IgMM IgD'°
CD11b") e auséncia do marcador CD23 (Berland & Wortis, 2002; Hardy &
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Hayakawa, 2001). As células B-1 ainda s&o subdivididas em B-1a e B-1b pela
presenca ou auséncia da molécula CD5, respectivamente (Herzenberg, 2000;
Herzenberg et al., 1986; Kantor & Herzenberg, 1993)

Almeida et al. (2001) demonstraram que células B-1 estdo presentes no
sobrenadante de cultura de células peritoneais aderentes do camundongo e que
o recultivo dessas células induziu a expressao de caracteristicas fenotipicas e
fisiologicas de fagdcitos mononucleares. Popi et al. (2009) demonstraram que
células B-1 expressam tanto fatores de transcri¢do linfoides quanto mieloides;
porém, quando essas células adquirem capacidade fagocitica in vitro, ha
manutencdo dos fatores mieloides e diminuicdo de expressao de fatores
linfoides. Embora esses dados sejam muito importantes para a compreensao da
fisiologia das células B-1 na resposta imunoldgica, seu papel nas respostas

inflamatoérias ainda nao esta bem esclarecido.

Leishmania spp. s@o parasitas capazes de causar um grupo de doencas
denominadas leishmanioses. Intracelulares obrigatorios de macréfagos, esses
protozoarios podem se diferenciar em duas formas: promastigotas, alongadas,
flageladas e mdveis; e amastigotas, arredondadas, sem flagelo aparente, que
vivem no interior de células do sistema fagocitico do hospedeiro (Carvalho et al.,
1994 apud Machado, 2014). Sua infeccdo ocorre pela inoculacdo da formas
promastigota metaciclica durante o repasto do inseto vetor, as fémeas de
flebotomineos (Bates e Rogers, 2004 apud Machado, 2014). Ap6s sua
inoculacao, a forma promastigota metaciclica se adere ao macréfago sofrendo a
fagocitose e localizando-se em uma vesicula denominada fagossomolisossomo
(Russell, 1995 apud Machado, 2014). No interior dessas vesiculas, a forma
promastigota se diferencia em amastigota e passa a se reproduzir por divisdo
binaria até que ocorra o rompimento da membrana e a infeccdo de novos
macrofagos (Murray et al., 2005 apud Machado, 2014). Apds o inseto vetor se
alimentar com o sangue contaminado do hospedeiro, ocorre também a ingestéo
de macréfagos e mononcito contendo formas amastigotas, que seréo liberadas

em seu intestino médio e completaréo o ciclo parasitario.

Em 2010 nosso grupo demostrou pela primeira vez que as células B-1 sao
capazes de fagocitar Escherichia coli in vivo e in vitro (Novaes e Brito et al.,
2010), posteriormente outros grupos obteveram resultados semelhantes,
avaliando Escherichia coli e Trypanosoma cruzi (PARRA et al., 2011; ROCHA et
al., 2019). Recentemente publicamos outro trabalho mostrando a versatilidade
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desta célula, onde fagdécitos derivados de células B-1 foram capazes de
internalizar promastigotas de L. amazonensis in vitro (Geraldo et al., 2016).
Nossos resultados mostraram que o indice fagocitario foi maior em B-1 em
comparacdo com macrofagos peritoneais e macréfagos derivados de medula
Ossea. Esses resultados ressaltam a importancia do estudo das células B-1
como fagdcitos que podem participar e contribuir para a imunidade aos micro-
organismos. No entanto, o papel dessas células em situacéo de estresse, como

a privagao e/ou restricdo de sono, ainda nao foi esclarecido.

A privacao de sono é considerada um estressor, ja que incita aumento nas
concentracdes de glicocorticoides em roedores (corticosterona) e em humanos
(cortisol) (Palma et al., 2000; Meerlo et al., 2008; Suchecki et al., 2002) e a
ativacdo cronica do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), responsavel pela
liberagdo deste hormonio, pode levar a uma série de distarbios tais como,
disturbios de ansiedade, transtornos afetivos, hipertenséo, hiperglicemia, além
de prejuizos em respostas imunolégicas (Pacak, 2000; Charmandare et al.,
2005).

A influéncia matua entre sistema imunolégico e sono tem sido alvo de
averiguacao ha muitos anos. O primeiro a propor que 0 sono se alterava na
vigéncia de uma enfermidade foi Aristételes (334 a.C). Ele descreveu que havia
aumento de sonoléncia e este era coincidente com os periodos de febre. A partir

desse estudo, outras importantes observac6es foram feitas.

Apesar de tais estudos terem sido iniciados ha muitos anos, apenas na
Gltima década a interacdo do sistema imunol6gico com 0 sSono passou a ser
pesquisada de forma metddica. Dois importantes principios guiam a investigacao
de tal interacdo. O primeiro deles é a letargia e 0 desejo intenso de dormir que
acompanham certas infeccdes e alguns estados inflamatérios. E o segundo é o
apontamento de que, em circunstancias de privacao de sono, existe perda da
integridade imunolégica, sugerindo que o sono é fator fundamental para o bom
funcionamento do sistema imunolégico (Krueger & Fang, 2000; Rogers et al.,
2001; Bryant et al., 2004). Assim, ha uma conexao bidirecional, ou seja, 0
sistema imunoldgico e o cérebro estabelecem comunicagéo, que é demonstrada
pelas modificacdes no ciclo sono-vigilia diante do acionamento imunoldgico e
vice-versa. Dessa forma, os mecanismos que regulam o sono e 0 sistema
imunolégico compartilham mediadores envolvidos na resposta imunoldgica que

participam tanto na alteracdo do sono em resposta a inflamagéo sistémica como
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na regulacao do sono fisiolégico (Bryant et al., 2004).

Um grande numero de estressores é utilizado em pesquisas a respeito das
implicacbes ambientais sobre a funcdo imunoldgica. Estudos com modelos
experimentais apontam que situacdes estressantes podem suprimir a resposta de
linfécitos do bacgo e do sangue, como a producédo de IL-2 e IFN-y, a proliferagao
de células T e a atividade de células natural killer (NK) (Moyninhan, 2003).
Evidéncias corroboram a hipétese de que alteracdes imunoldgicas estao
associadas a determinados disturbios de sono. Pacientes com insdnia cronica
apresentam reducdo no numero de células TCD4+ e TCD8+ (Savard et al., 2003).
Outrossim, na apneia obstrutiva do sono nota-se concentragdes altas das citocinas
pro-inflamatérias TNF e IL-6 (Alberti et al., 2003) e da proteina C reativa,
importante marcador de processo inflamatorio (Shamsuzzaman et al., 2002).
Além disso, distarbios na distribuicdo de mondcitos, neutrofilos, linfocitos e
aumento na liberacdo de citocinas pro-inflamatorias foram observados em
animais privados de sono (Everson, 2005). Toth et al. (1993) mostraram que
animais que dormiam mais apdés inoculacdo com algumas cepas de bactérias e
de fungos, exibiam melhor prognostico e poucos sinais clinicos adversos. No
entanto, aqueles que morreram mostraram pouco aumento no tempo de sono
guando comparados aos que sobreviveram a infeccdo (Toth et al., 1993). Dessa
maneira, parece que o0 sono tem o atributo de assegurar a qualidade do sistema

imunoldgico em condi¢cdes adversas.

Os estudos realizados até o momento deixam claro que ha uma
bidirecionalidade entre o sistema imunologico e o sistema nervoso central e que
ainda sdo necessarios mais estudos para que essa relacdo possa ser melhor

compreendida.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi analisar a populacdo de células B-1 da
cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 que seguiram o protocolo de
restricdo de sono durante 21 dias e identificar possiveis diferencas quando
comparado ao grupo controle. Além disso, avaliar parametros como, alteracfes
na producédo de NO e ROS, expressao de marcadores de superficie celular, bem
como, analisar padrao de fagocitose das células B-1 apds a administracdo de

Leishmania amazonensis nos grupos controle e restrito de sono.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Solucdes

3.1.1 TBE 10x (1L): Tris Base 108g, Acido Borico 55g, EDTA 80 mL 0,5M,

acertar o pH em 8,0 e completar para 1L com agua destilada.

3.1.2 PBS 1x (1L ): NaCl 8g, KCI 0,2g, Na;HPO4 1,44g e KH2PO4 0,249.
Dissolver os sais em 800mL de agua destilada, ajustar o pH em 7,4 e completar
para 1L com agua destilada.

3.1.3 MACS: SFB 5%, EDTA 2mM completar para 500ml com PBS 1x e

ajustaropHentre 7,2e 7,4

3.2 Animais

Para a realizacdo do trabalho, foram utilizados animais da linhagem
C57BL/6 machos com idade de 6 a 8 semanas fornecidos pelo Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) da Universidade
Federal de Sao Paulo (UNIFESP). O estudo foi conduzido seguindo as condicfes
de luz similares a natural, com 12h de iluminacéo artificial e 12h sem iluminacéo,
mantendo as condi¢cdes de temperatura ideal para a espécie (23t 2°C). Os
animais foram mantidos no biotério do Centro Universitario Sdo Camilo, e foram
disponibilizados em gaiolas adequadas para a quantidade de animais com

comida e agua ad libitum.
3.3 Rotina de Restricdo

Os animais foram divididos em dois grupos (controle e restritos de sono)
com a devida identificacdo na base das gaiolas moradia. Para a restricdo do sono
foi utilizado o método de plataforma mdltipla, sendo cada plataforma de cimento
com 3,5 cm de diametro por 4 cm de altura e em namero suficiente para a livre
movimentac&o dos camundongos (aproximadamente 4 animais por gaiola) e foi
inserido aproximadamente 2 cm de agua limpa para que 0s animais

permanecessem em cima das plataformas em constante estado de vigilia. Este
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€ um método eficiente, pois os animais ao entrarem em sono paradoxal sofrem
hipotonia muscular e acabam caindo das plataformas, ocasionando o despertar,
mantendo-o em constante estado de vigilia, ndo sendo necessaria a constante
observagdo dos animais. Os camundongos do grupo experimental foram
trocados exatamente as 16:00 h e transferidos para a gaiola de restricdo para
serem retirados as 10:00 h do dia seguinte. Este processo perdurou por durante

21 dias ininterruptos.
3.4 Rotina do Experimento

ApoGs os 21 dias de restricdo de sono os animais foram eutanasiados por
meio do método de decapitacdo conforme informado no trabalho de pesquisa
entregue ao CNPq e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) sob o numero 01/018, seguindo todas as normas pela CEUA
estipuladas para diminuir o estresse causado pelo procedimento. Apés
eutanasia dos animais, foi realizada a exsanguinacdo dos mesmos para um

tubo contendo EDTA que foi posteriormente processado e armazenado.

Em seguida foi realizada lavagem peritoneal para avaliagdo de algumas
caracteristicas de células residentes desta regido. Por citometria de fluxo foram
avaliadas as porcentagens das células B-1, bem como as concentracfes de
oxido nitrico e espécies reativas de oxigénio intracelulares dessas células, e, a
avaliacdo da expressao de moléculas de membrana marcadoras de ativacao
celular. Este procedimento foi realizado em todos os animais. Apos o término as
carcacas foram descartadas seguindo as leis de descartes de materiais

bioldgicos, identificadas com sacolas brancas com o simbolo adequado.

3.5 Parasitas

A cepa de L. amazonensis (MHOM / BR / 1973 / M2269), caracterizada
pelo Dr. JJ Shaw (Instituto Evandro Chagas, Belém, Para, Brasil) foi gentiimente
cedida por Patricia Xander (Universidade Federal de S&o Paulo, campus
Diadema, Brasil). As promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas em meio
199 (Gibco, Life Technologies Brand, Grand Island, NY, EUA) suplementado com
4 mM bicarbonato de sodio, 4 mM HEPES, 1 mM
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adenina, 51g / mL hemina (bovino tipo I) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e 10% de
soro fetal de bezerro (FCS) (Gibco, Carlsbad, CA, EUA) e mantidos a 26 ° C até
a fase estacionaria de crescimento. Os parasitas foram entdo recuperados por
centrifugacéo e ressuspensos em solucdo salina tamponada com fosfato, isenta

de endoxina (solugéo esteéril).
3.6 Citometria de Fluxo

Apls eutanasia, células provenientes da cavidade peritoneal dos
camundongos foram usadas para avaliagdo das populagdes celulares. Para
tanto, primeiramente, as células foram incubadas com anticorpo anti-
CD16/CD32 (BD Pharmingen), para bloqueio de receptor Fc. Em seguida, as
células foram lavadas e marcadas usando os anticorpos especificos para os
marcadores desejados. Apos 40 minutos de incubacéo a 4°C, as células foram
lavadas novamente e caracterizadas fenotipicamente por aquisicao de dados em
citdbmetro de fluxo Accuri C6 (BD - Becton, Dickinson and Company. Para analise
dos dados, foi utilizado o software FlowJo (Tree Star, Inc.). Foram utilizados os
seguintes parametros: B-1, marcacdo com CD19+/CD23-/CD11b+/IgM+;
Macrofagos, marcacdo com: F4/80+/CD19-/CD11b+. Para verificacdo dos
marcadores de ativacdo das células B-1: MHC-II, CD80, CD86 e CD40.

3.7 Avaliacéo da producéo de 6xido nitrico pela técnica DAF-FM

As células B-1 foram submetidas ao protocolo de deteccdo de NO
conforme instrucdes do fabricante. Resumidamente, as células em suspensao
foram incubadas com o DAF-FM diluido a 10 uM por 40 minutos a 4°C. ApGs
lavagem das células, para remover o excesso de sonda, as células foram
incubadas em meio RPMI fresco por 30 minutos para permitir a desesterificacédo
completa do sistema diacetato intracelular. Apds periodo de incubacéo a leitura

das células foi feita por citbmetro de fluxo.
3.8 Avaliacdo da producéo de espécies reativas de oxigénio

As células B-1 foram submetidas ao protocolo de deteccdo de ROS
conforme instrugbes do fabricante. Resumidamente, as células em suspensao
foram incubadas com o marcador H2DCFHDA (Sigma) diluido de a 10 uM por

30 minutos a 37°C. Apds lavagem das células, para remover o excesso de



21

sonda, as células foram incubadas em meio RPMI fresco por 30 minutos. Apos
periodo de incubacao a leitura das células foi feita por citbmetro de fluxo.

3.9 Purificacédo de células B-1

Linfocitos B-1 foram obtidos por lavado peritoneal de camundongos. Apés
coleta das células da cavidade peritoneal dos camundongos, as mesmas foram
submetidas a centrifugacdo por 1200 rpm por 5 minutos. Apds o descarte do
sobrenadante, foi feita a ressuspenséo do pellet em tampdo MACS. As células
totais foram purificadas por colunas magnéticas (MACS, Miltenyi Biotec). Para
purificacdo das células B-1 primeiro houve a selecdo negativa das células
peritoneais marcadas com anticorpo anti-CD23 conjugado a microbeads e
posteriormente positivamente selecionadas com anticorpo anti-CD19 conjugado
a microbeads. As células purificadas foram submetidas a citometria de fluxo para
avaliagéo do grau de pureza das amostras. Adicionalmente as células purificadas
foram coradas pelo método de Hematoxilina-Eosina (kit pandtico rapido,
Laborclin) para analise em microscopio optico, bem como, para extracdo de RNA

para realizacédo da g-PCR.

3.10 Extracdo de RNA

O RNA total das células B-1 purificadas foi extraido utilizando PureLink™
RNA Mini Kit (Life tecnologies), seguindo as especificacfes do fabricante. Foi
utilizado o tampéao de lise do kit acrescido com B-mercaptoetanol. O contetudo
total foi centrifugado a 12.000 rpm por 2 minutos. ApGs 0 processo, O
sobrenadante foi retirado e colocado em outro tubo para adicdo de etanol 70%.
O conteudo foi colocado sobre as membranas que sédo fornecidas no kit. O
produto da filtracéo foi descartado e os filtros contendo RNA retido no processo
foi lavado com os tampdes de lavagens | e I, também fornecidos pelo kit. Depois,
o0 RNA foi obtido a partir dos filtros por centrifugacdo com 20mL de agua ultrapura
de alta qualidade (dgua Milli-Q). O material foi dosado em um aparelho NanoDrop
(Thermo Scientific) e as razbes 260/280 e 260/230 foram avaliadas. Somente o
material com as razdes proximas a 2,0 foram utilizados para anélises de PCR em

tempo real.
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3.11 Eletroforese em gel de Agarose

Todas as amostras de RNA foram analisadas avaliando sua integridade
em eletroforese em gel de agarose. Foi feito gel de agarose 1,5% (GE
Healthcare) diluido em tampdo TBE 1x acrescido de gel red (Biotium) na
proporgédo 1:100.000. A corrida foi realizada a voltagem constante de 100 V por
aproximadamente 45 minutos. ApGs a corrida, o gel foi avaliado em luz UV para
visualizacdo das bandas de RNA. O gel foi fotografado em equipamento
fotodocumentador (UVITEC, Cambridge). Somente amostras integras foram
utilizadas para as analises de PCR em tempo real.

3.12 Tratamento com DNAse

Obtido 0 RNA, guantidades idénticas das amostras integras que tiveram
boa qualidade foram submetidas ao tratamento com DNAse (Kit Thermo
Scientific) para remoc¢do de possivel contaminagdo com DNA gendmico. O
tratamento foi realizado seguindo as instru¢des do fabricante. As amostras foram
tratadas com DNAse buffer e DNAse livre de RNAse disponibilizadas pelo kit e
depois incubadas a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente, foi feita a
incubacdo das amostras a 65°C por 10 minutos para inativacdo da DNAse

usando Stop Solution do Kit.
3.13 Producao de cDNA

Os procedimentos utilizados para obtencdo do cDNA foram realizados
com o kit ProtoScript® First Stand (New England BioLabs) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Apds o tratamento do RNA com DNAse, foi
preparado um mix de reacgao utilizando 6ul de RNA tratado com DNAse, 1ul de
oligo(dt) este foi incubado a 70° C por cinco minutos. Em seguida foram
adicionados 10ul de Reaction Mix e 1ul de Enzyme Mix do kit e toda a solucdo
foi incubada a 42°C por uma hora em equipamento termociclador (eppendorf). O

cDNA obtido foi armazenado a -20°C até seu uso.
3.14 Analise quantitativa por PCR em tempo real

A reacao de PCR em tempo real foi realizada com o reagente Sybr Green
(Applied Biosystems). A partir da reacéo de transcri¢cao reversa, utilizou-se 1 pl

de cDNA, 5,0 ul de master mix Sybr Green, 2,0 ul de cada oligonucleotideo (1,0
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ul): Foward e Reverse (tabela 1). Os genes alvos utilizados para amplificagédo do
cDNA das células B-1 foram ARG, BInk, E2A (tcf3), EBF(ebfl), G-csfr, IL-10, IL-
12, IL-6, M-CSFR, Spi 1 (PU.1), TLR-6, TLR-9 e TNF.

As reacgOes para PCR em tempo real foram realizadas usando
equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems), nas seguintes condi¢des: 10
minutos a 50°C para ativacao da enzima, desnaturacdo por 5 minutos a 95°C, e
40 ciclos de 95°C por 30 segundos e 60°C por 1 minutos. Apés avaliar a
gualidade da reagcdo com base nas curvas de dissociagéo, os resultados foram
analisados utilizando o programa StepOne software (applied Biosystems). Para
a quantificacao relativa, foi realizado o seguinte calculo: inicialmente determinou-
se o0 cycle threshold (CT), dado pelo numero do ciclo em que o sinal de
fluorescéncia atingiu a linha limiar (threshold line), ou seja, a linha em que a
emissdo de fluorescéncia esta acima do ruido de fundo (background). O CT
encontrou-se invariavelmente na regido correspondente a fase exponencial da
amplificacdo, o que torna mais acurada a estimativa de quantificacdo dos
transcritos na amostra original. Os valores de CT dos genes de interesse foram
normalizados em relacdo ao CT do gene constitutivo (ARBP), resultando o ACT,
representado pelo CTgene- CTeonstitutivo. POr fim, calculou-se o 22D, sendo este
valor a ser trabalhado como representante a expressao relativa para cada gene.
Os primers utilizados para amplificacdo os genes de interesse estao transcritos

na tabela a seguir.

Tabela 1 Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados nas reacdes de RT-
PCR

Gene alvo Sequencia foward Sequencia Reverse

ARG 5 CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG 3 5 GATGTCCCTAATGACAGCTCCT 3
Blink 5" GCCCTCCAAGTGTTCCTCG ¥ 5 GGCAGGCATCACATACATCTC &
E2A (tcf3) 5 CCATGCTAGGTGACGGCTCTTC 3 5" GCGAGCCATTAACCTCAGATCC 3’
EBF (ebfl) 5 GGTGGAAGTCACACTGTCGTAC 3' 5 GTAACCTCTGGAAGCCGTAGTC ‘3
G-csfr 5" CTCAAACCTATCCTGCCTCATG 3 5 TCCAGGCAGAGATGAGCGAATG &
IL-10 5 GTCCTTACTGACTGGCATGAG 3 5 CGCAGCTCTAGGAGCATGTG 3’
IL12 5 GGAAGCACGGCAGCAGAATA 3 5 AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG3
IL-6 5 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC3 5 TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC ¥

M-CSFR

5 TGTCATCGAGCCTAGTGGC 3

5 CGGGAGATTCAGGGTCCAAG 3
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Spi1(PU.1) 5 AGTTCAGGACTTCAGGGAA 3’ 5 TTGCTGCTGTAAGCAGAGGT 3’
TLR-2 5 CTCTCAGCAAACGCTGTTCT 3’ 5 GGCGTCTCCCTCTATTGTATTG &
TLR-6 5" AGCCAAGACAGAAAACCCATC 3 5 GGGGTCATGCTTCCGACTAT 3
TLR-9 5 ATGGTTCTCCGTCGAAGGACT 3 5 GAGGCTTCAGCTCACAGGG 3
TNF 5" GAAAAGCAAGCAGCCAACCA 3 5 CGGATCATGCTTTCTGTGCTC 3

3.15 Avaliacdo da capacidade fagocitica

A capacidade fagocitica das células B-1 foi avaliada tanto nos animais
restritos de sono quanto nos controles. Apds o periodo de restricdo de sono foi
realizada injecéo intraperitoneal de 1.107 de L. amazonensis por animal, restritos
e controles. Ap6s 24 h os animais foram eutanasiados e procedeu-se a
purificacédo das células B-1 por coluna magnética. Subsequentemente, as células
B-1 purificadas foram coradas com hematoxilina e eosina (kit Panético Rapido,
Laborclin). As células B-1 purificadas e coradas foram entdo dispostas em
laminulas contendo triarilmetano para sua adesao a laminula. Posteriormente as
laminulas foram fixadas e seladas em I[amina com entelan (Merck). As laminulas
foram avaliadas sob microscopio 6ptico para determinacéo do indice fagocitico
(IF). O calculo do IF foi realizado multiplicando a média do niumero de parasitas
e 0 numero de células infectadas por 100. Foram analisados 300 fagdécitos por
experimento, sendo 100 fagodcitos a cada laminula. Macrofagos peritoneais
foram usados como controle da fagocitose. A identificacdo foi feita com base na
observacéo direta de formas amastigostas na regiao intracelular de linfocitos B-

1 e macrofagos.

3.13 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism 5.0
(San Diego, CA). Os resultados obtidos foram analisados por teste t de Student.

Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.



25

4. RESULTADOS

4.1 Imunofenotipagem de células B-1 da cavidade peritoneal de animais
controle e submetidos a restricdo de sono por 21 dias (RS21).

A avaliacdo da porcentagem de células B-1 presentes na cavidade
peritoneal dos animais mostrou que ndo houve alteragcdo na populagdo das

células B-1 nos animais RS21 em relacéo aos animais do grupo controle (Fig.1).
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Figura 1: Avaliacdo da porcentagem de células B-1 na cavidade peritoneal de
animais submetidos a restricdo de sono por 21 dias. Foi realizada lavagem
peritoneal de animais controles (barras brancas) e submetidos a restricdo de
sono por 21 dias (RS21; barras pretas). As células foram marcadas com
anticorpos fluorescentes adequados e as porcentagens de células B-1 foram
avaliadas por citometria de fluxo. Os dados estdo apresentados como média +
erro padrdo da média. n = 5 por grupo.

4.2 Avaliacdo da producado de oxido nitrico (NO) e espécies reativas de
oxigénio (ROS) por células B-1 peritoneais de animais submetidos a
restricdo de sono por 21 dias.

Foi avaliada a producao de oxido nitrico (NO) e de espécies reativas de
oxigénio (ROS) por células B-1 peritoneais de animais controles e RS21. Os
resultados mostraram que a producdo de NO (Fig. 2A) e de ROS (Fig. 2B)
estavam significativamente aumentadas nos animais RS21 em relacdo aos
controles. Esses dados sugerem maior capacidade microbicida das células de
animais restritos de sono. Além disso, a expressao relativa do gene da arginase
(Fig. 2C) foi investigada ap0s 21 dias de restricdo de sono. O RNA purificado a
partir de células B-1 dos camundongos foi analisado por PCR tempo real e

comparado com RNA de células B-1 de animais controles. As células B-1 totais
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do lavado peritoneal dos animais foram purificadas em colunas magnéticas com
base na expressédo de CD19 e auséncia de CD23, como detalhado em material
e métodos. Dessa maneira, foi observado que a expressdo de arginase foi
diminuida nos animais que passaram pelo protocolo de restricdo de sono.
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Figura 2: Células da cavidade peritoneal de animais restritos de sono por 21 dias
produzem mais Oxido nitrico, mais espécies reativas de oxigénio e menos
arginase em relacdo aos animais controles. Células do lavado peritoneal de
animais controle (barras brancas) e RS21 (barras pretas) foram avaliadas quanto
a producéo de NO (A), ROS (B) e arginase (C). Os dados estdo apresentados
como média + erro padrdo da média. * p < 0,05; ** p < 0,01. n =5 por grupo.

4.3 Avaliacdo da expressao relativa de genes das citocinas IL-10, IL-6, IL-
12 e TNF-a em células B-1 peritoneais de animais submetidos a restri¢cao

de sono por 21 dias.

Células B-1 sdo conhecidas por induzir resposta anti-inflamatoria, que &
mediada em parte pela inducdo ativa de IL-10 (Barbeiro et al., 2011,
Chousterman e Swirski, 2015). A IL-10 é uma citocina que é capaz de modular a
atividade microbicida de macréfagos e induzir perfil mais permissivo as infeccdes
intracelulares (Arcanjo et al., 2017; Aziz et al., 2017; Smith e Baumgarth, 2019).
Assim, apés confirmar que houve aumento na producao intracelular de NO nas
células B-1 dos camundongos do grupo RS21, essas células foram avaliadas
guanto a expresséao relativa do gene da citocina IL-10, bem como de outras
citocinas (IL-6, IL-12 e TNF-a) para verificar se a restricdo de sono poderia
modular a producdo das mesmas. Os resultados mostraram que n&o houve
diferenca estatisticamente significativa para as citocinas IL-6, IL-12 e TNF-a

entre 0s grupos controle e experimental (RS21). Porém, a expressao
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relativa do gene da IL-10 estava surpreendentemente inferior no grupo RS21

guando comparado ao grupo controle (Fig. 3).
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Figura 3: Camundongos restritos de sono por 21 dias tém expressao génica
relativa alterada da citocina IL-10 quando comparados ao grupo controle. Analise
da reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (g-PCR) dos
transcritos indicados em linfécitos B-1 purificados, utilizando primers que
detectaram os genes TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12.. A quantidade de entrada de
cDNA foi normalizada analisando os transcritos controle de GADPH. Os
resultados séo representativos de trés experimentos independentes. *** p < 0,001.
n=5 por grupo.

4.4 Avaliacdo da expressao de moléculas de membrana marcadoras de
ativacao em células B-1 peritoneais de animais submetidos a restricdo de

sono por 21 dias.

Células B-1 da cavidade peritoneal de animais controle e RS21 foram
avaliadas quanto ao estado de ativacéo, por meio da avaliacdo da expressao de
moléculas de superficie celular. Foram avaliadas as moléculas CD80, CD86,
CD40 e MHC-II, por citometria de fluxo. Os resultados mostraram que nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, para todas as moléculas

avaliadas (Fig. 4).
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Figura 4: A restricdo de sono por 21 dias néo altera a expressao de moléculas de
superficie marcadoras de ativacdo celular. Células do lavado peritoneal de
animais controle (barras brancas) e RS21 (barras pretas) foram avaliadas quanto a
expressdo de moléculas de membrana marcadoras de ativacdo. Como CD40,
CD80, CD86 e MHC 11, por citometria de fluxo. Os dados estéo apresentados como
média + erro padrdao da média. n =5 por grupo.

45 Expressao relativa de genes de fatores de transcricdo linfoide e
mieloide em células B-1 peritoneais de animais submetidos a restricao de
sono por 21 dias.

A expressao relativa de genes de alguns fatores de transcricéo linfoide e mieloide
foi investigada apods 21 dias de restricdo de sono. O RNA purificado a partir de
células B-1 de camundongos restritos de sono foi analisado por PCR tempo real
e comparado com RNA de células B-1 de animais controles. As células B-1 totais
do lavado peritoneal dos animais foram purificadas em colunas magnéticascom
base na expressédo de CD19 e auséncia de CD23, como detalhado em material
e métodos. Surpreendentemente, a expressao de fatores de transcri¢ao restritos
ao comprometimento linfoides foi diminuida nos animais que passaram pelo

protocolo de restricao de sono.

Como visto na Fig. 5, os genes dos fatores de transcrigédo “fator de células
B precoces” (EBF - early B-cell factor), “proteina E box” (E2A - E box protein) e
“proteina ligante de células B”"(BLNK - B cell linker) sé&o expressos pelas células
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B-1. Porém, foram modulados negativamente apods 21 dias de restricdo de sono.
Por conseguinte, no entanto, as células B-1 também expressam fatores de
transcricdo restritos ao comprometimento mieloide. Foram mensuradas as
expressoes relativas dos genes “fator estimulador de colénias de macréfagos”
(M-CSFR - macrophage colony-stimulating factor), “receptor do fator estimulador
de colbnias de granuldcitos” (G-CSFR - granulocyte colony-stimulating factor
receptor) e “oncogene de integragéo proviral do virus que forma o foco do bago”
(SPI1 - spleen focus forming virus (SFFV) proviral integration oncogene). A
expressao relativa dos genes M-CSFR e SPI1 das células B-1 dos animais
restritos de sono n&o apresentou alteragdo nos grupos estudados.
Curiosamente, a expressao relativa do gene G-CSFR pelas células B-1 do grupo

restrito de sono foi maior do que nas células B-1 dos animais controle.
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Figura 5: Camundongos restritos de sono por 21 dias tém expressao genética
relativa do gene G-CSFR alterada quando comparados ao grupo controle.
Andlise da reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (g-PCR)
dos transcritos indicados em linfocitos B-1 purificados, utilizando primers que
detectaram os genes linfoides ou mieloides indicados. A quantidade de entrada
de cDNA foi normalizada analisando os transcritos controle de GADPH. Os
resultados séo representativos de trés experimentos independentes. EBF, fator
de células B precoces; E2A, proteina E box; BLNK, proteina ligante de células B;
M-CSFR, receptor do fator estimulador de colénias de macrofagos; G-CSFR;
receptor do fator estimulador de colénias de granulécitos; SPil, oncogene de
integracao proviral do virus que forma o foco do baco. * p < 0,05 **** p < 0,0001.
n=5 por grupo.
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4.6 Avaliagcdo da expresséo relativa de genes dos receptores semelhantes
aToll2,6e9 (TLR-2, TLR-6 e TLR-9) em células B-1 peritoneais de

animais submetidos a restricdo de sono por 21 dias.

A expressao relativa dos genes TLR-2, TLR-6 e TLR-9 foi investigada apos 21
dias de restricdo de sono. Foi observado que a expresséo desses genes estava
diminuida nos animais que passaram pelo protocolo de restricdo de sono (Fig.
6)
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Figura 6: Camundongos restritos de sono por 21 dias tém expressao genética
relativa de receptores semelhantes a Toll alterada quando comparados ao grupo
controle. Analise da reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa
(g-PCR) dos transcritos indicados em linfocitos B-1 purificados, utilizando
primers que detectaram os genes TLR-2, TLR-6 e TLR-9. A quantidade de
entrada de cDNA foi normalizada analisando os transcritos controle de GADPH.
Os resultados sao representativos de trés experimentos independentes. TLR-2,
receptor semelhante a Toll 2;TLR-6, receptor semelhante a Toll 6 e TLR-9,
receptor semelhante a Toll 9. *** p < 0,001. n=5 por grupo.
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4.7 Imunofenotipagem das células da cavidade peritoneal de animais
controle, submetidos a restricdo de sono por 21 dias (RS21) e injetados

com promastigotas de L. amazonensis.

Cada camundongo, controle ou restrito, foi infectado intraperitonealmente
com 1x107 promastigotas de L. amazonensis. A avaliacdo das porcentagens de
células presentes na cavidade peritoneal dos animais mostrou que ndo houve
alteracdo na porcentagem de células B-1entre camundongos RS21 em relagéo

aos animais controles (Fig.7).
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Figura 7: Avaliacdo das porcentagens de células B-1, na cavidade peritoneal de
animais submetidos a restricdo de sono por 21 dias e injetados com
promastigotas de Leishmania amazonensis. Foi realizada lavagem peritoneal de
animais controles (barras brancas) e submetidos a restricdo de sono por 21 dias
(RS21; barras pretas). As células foram marcadas com anticorpos fluorescentes
adequados e as porcentagens de células B-1 foram avaliadas por citometria de
fluxo. Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média. n=5
por grupo.

4.8 Avaliacdo da producdo de 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de
oxigénio (ROS) por células B-1 de animais submetidos a restricdo de sono

por 21 dias e injetados com promastigotas de L. amazonensis.

Foi avaliada a producao de 6xido nitrico (NO) e de espécies reativas de
oxigénio (ROS) por células B-1 peritoneais de animais controles e RS21. Os
resultados mostraram que a produgéo de NO (Fig. 8A) e ROS (Fig. 8B) estavam
significativamente aumentada nos animais RS21 em relacdo aos controles.
Esses dados sugerem maior capacidade microbicida das células B-1 de animais

restritos de sono.
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Figura 8: Células B-1 de animais restritos de sono por 21 dias e injetados com
promastigotas de Leishmania amazonensis produzem mais Oxido nitrico e
espécies reativas de oxigénio em relacdo aos animais controles. Células do
lavado peritoneal de animais controle (barras brancas) e RS21 (barras pretas)
foram avaliadas quanto a producéo de NO (A) e ROS (B) por citometria de fluxo.
Os dados estéo apresentados como meédia + erro padrao da média. * p < 0,05.
Nn=5 por grupo.

4.9 Avaliacdo da expressao de moléculas de membrana marcadoras de
ativacdo em células B-1 de animais submetidos a restricdo de sono por 21

dias e injetados com promastigotas de L. amazonensis.

Células B-1 da cavidade peritoneal de animais controle e RS21 foram
avaliadas quanto ao estado de ativacédo, por meio da avaliacdo da expressao de
moléculas de superficie celular. Foram avaliadas as moléculas CD80, CD86,
CD40 e MHC-II, por citometria de fluxo. Os resultados mostraram que nao houve
diferenca estatisticamente significativa para as moléculas CD40 e MHC-II entre
0S grupos controle e restrito. Ao passo que, para as moléculas CD80 e CD86 foi
observado discreto aumento na porcentagem destes marcadores nas células B-
1 dos animais RS21 (Fig. 9).
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Figura 9: A restricao de sono por 21 dias altera a expressdo de CD80 e CD86 na
superficie de células B-1 de animais restritos de sono e injetados com
promastigotas de L. amazonensis. Células B-1 da cavidade peritoneal de animais
controle (barras brancas) e RS21 (barras pretas) foram avaliadas quanto a
expressdo de moléculas de membrana marcadoras de ativacdo. As moléculas
avaliadas por citometria de fluxo foram: CD40, CD80, CD86 e MHC II. Os dados
estdo apresentados como média * erro padrdo da média. Os valores de p estédo
indicados na figura. n = 5 por grupo.

4.10 Fagocitosein vivo de promastigotas de L. amazonensis por células B-1

de animais submetidos arestricdo de sono por 21 dias

Os fagécitos derivados de células B-1 sdo capazes de internalizar certos
patégenos, incluindo L. major (Arcanjo et al., 2015), Escherichia coli e corpos
apoptéticos (Novaes e Brito et al.,, 2010). Aqui, avaliamos se esta populacao
celular era capaz de fagocitar promastigotas de L. amazonensis apds o protocolo
de restricdo de sono. Macréfagos foram utilizados como controle. Os resultados
demonstraram que as células B-1 e macréfagos dos animais restritos de sono
exibiram taxas significativamente menores de fagocitose quando comparado aos

animais do grupo controle (Fig. 10).
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Figura 10: Fagocitose in vivo de promastigotas de L. amazonensis por células B-
1 de animais submetidos a restricdo de sono por 21 dias. Células B-1 e
macrofagos peritoneais foram purificados em colunas magnéticas utilizando
beads magnéticas conjugadas a anti-CD23 para selecdo negativa e beads
magnéticas conjugadas a anti-CD19 para selecéo positiva das células B-1. Para
os macréfagos foram utilizadas beads magnéticas conjugadas a F4/80. (A) indice
fagocitario apds fagocitose in vivo de promastigostas de L. amazonensis por
células B-1 e macroéfagos peritoneais. Animais controle (barras brancas) e RS21
(barras pretas). Células B-1 (B) e macrofagos (C) purificados obtidos por
coloracdo com HE. As setas mostram os parasitas dentro das células B-1 ou
macrofagos. Ambas as imagens mostram a ampliacdo de 1000x. Os dados estéao
apresentados como média = erro padrdo da média. Os valores de p estédo
indicados na figura. n = 5 por grupo.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, foi avaliado o efeito da restricdo de sono por 21 dias (RS21)
em provocar alteracbes na quantidade, potencial fagocitico, producdo
intracelular de éxido nitico (NO), espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas
nas ceélulas B-1 da cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6, na presenca

e auséncia de infecgcdo com Leishmania amazonensis.

Os resultados demonstraram que ndo houve alteracdo na porcentagem de
células B-1 da cavidade peritoneal nos camundongos restritos de sono, como
mostrado na figura 1. Porém, pode-se notar que a producdao intracelular de 6xido
nitrico e espécies reativas de oxigénio destas células foi superior nos animais do
grupo RS21 quando comparados ao grupo controle (Fig. 2), fenbmeno também
observado no grupo RS21, quando injetado com promastigotas de L.

amazonensis (Fig. 8).

O aumento de oxido nitrico em fagdcitos mononucleares derivados de células
B-1 que internalizaram C. neoformans ja foi descrito (GHOSN et al., 2006).
Acredita-se que o motivo do aumento desses marcadores seja devido a propria
inducao celular ao realizar o processo de fagocitose, visto que, tanto as espécies
reativas de oxigénio quanto o 6xido nitrico, tém, como importante caracteristica,
a capacidade microbicida. Interessantemente, como observado na figura 2C, a
expressao relativa do gene da arginase estava reduzida no grupo RS21. Uma
das enzimas que compete com a arginase pela L-arginina é a Oxido nitrico
sintase induzivel (INOS). A expressdo da INOS nos fagdcitos € fortemente
induzida por lipopolissacarideo (LPS) e &cido lipoteicoico, onde a enzima catalisa
a formacéao de NO a partir da L-arginina e, o 6xido nitrico, por sua vez, participa
de varios processos fisiolégicos, como vasodilatacdo, neurotransmissdo e
eliminacdo de patégenos (Wu e Morris, 1998). A presenca da iINOS esta
associada ao aumento da atividade microbicida e, um metabdlito intermediério
da metabolizacéo da arginina, o N-G-hidroxi-L-arginina (NOHA), impede a acao
da arginase, consequentemente aumenta a disponibilidade da L-arginina para a
producéo de NO (Hecker et al., 1995). Vale ressaltar que, tanto a arginase,

guanto a iNOS utilizam a L-arginina como substrato. Em nossos resultados,
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observamos o aumento dos niveis de NO nos animais que passaram pelo
protocolo RS21 concomitante com a reducéo da expressao da arginase. Como
a presenca do NO em fagdcitos estd associado ao aumento da atividade
microbicida, acreditamos que as células B-1 ficam mais potentes com relacdo a
destruicdo microbiana apés o protocolo de restricao de sono, fato este, ainda ndo
compreendido.

As células B-1 foram inicialmente conhecidas por terem fung¢@o importante
como fonte de anticorpos naturais (Baumgarth, 2011). No entanto, sabemos
agora por meio de varios trabalhos publicados que suas fun¢ées vao muito além
da producao de anticorpos. As células B-1 sé@o produtoras de uma variedade de
moléculas, como IL-10, IL-3 e GM-CSF (Chousterman e Swirski, 2015), que sao
capazes de exercer influéncia sobre outras populacdes de células e, portanto,
podem influenciar a suscetibilidade ou resisténcia em modelos de infeccéo
(Minoprio et al., 1993; Popi et al., 2008; Arcanjo et al., 2017). No presente
trabalho, mostramos que células B-1 de camundongos C57BL/6 e submetidos ao
protocolo de RS21, a expresséao relativa do gene da IL-10 estava inferior no

grupo RS21 quando comparado ao grupo controle.

A ativacao de fagocitos pode ser um fator determinante para a eliminacéo de
patdgenos internalizados. Tal ativacdo aumenta a atividade microbicida e a
producédo de NO pode ser crucial nesse processo. Por outro lado, a supresséo
dessa molécula pode contribuir para a suscetibilidade e sucesso de parasitas
(Watanabe Costa et al.,, 2016; Sanmarco et al., 2017). Por esse motivo,
avaliamos se a producéo de NO e IL-10 pelas células B-1 estava sendo afetada

pelo processo de restricdo de sono.

Muitos estudos ja relataram que as células B-1 desempenham papel na
producdo de IL-10 e sdo capazes de modular outros tipos de células (De-
Gennaro et al., 2009; Geraldo et al., 2016; Liu et al., 2016). A IL-10 € uma citocina
gue pode atuar em diferentes tipos celulares e leva ainibicdo de varias moléculas
gue tém papel importante na ativagéo de fagécitos e na producéo de NO (Ouyang
etal., 2011; Liu et al., 2016).

Rocha et al. (2019) mostraram que a reducédo na produgcédo de NO por

macroéfagos co-cultivados com células B-1 pode ser resultado da agéo da IL-10
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nos macrofagos. Seus resultados revelaram que a producao de oxido nitrico foi
significativamente reduzida na presenca de altas concentracdes de IL-10 (Rocha
etal., 2019). Além disso, Arcanjo et al. (2017) mostraram aumento do parasitismo
intracelular de macréfagos por L. major na presenca de IL-10 provenientes de
células B-1. Estes dados corroboram nossos resultados que demostraram que
em células B-1 de camundongos RS21 observamos maior producdo de NO
intracelular concomitante com marcante reducdo da expressao relativa do gene
da IL-10 nestas células. Sendo assim, parece plausivel especular que a restricdo
de sono leva a uma diminuicao de IL-10 que por sua vez, proporciona aumento
da concentracdo de 6xido nitrico intracelular nas células B-1 dos camundongos

submetidos ao protocolo de restricdo de sono por 21 dias.

Sabem-se que, durante a diferenciacdo mieloide das células B-1, ha alteracao
na expressao de marcadores de superficie bem como de em alguns fatores de
transcricdo envolvidos no desenvolvimento mieloide destas células. (Popi AF,
2009). Dessa maneira, investigamos a expressao de alguns fatores de
transcricdo envolvidos na determinacdo de linhagens hematopoiéticas nas
células B-1 de animais restritos de sono. Almeida et al. (2001) demonstraram que
células B-1 podem sofrer diferenciacdo para adquirir um fenotipo de fagécitos
mononucleares apoés a ligacdo ao substrato in vitro (Almeida SR, 2001). Mais
tarde, Popi et al. (2009) seguiram a expressdo de marcadores de superficie e
fatores de transcricdo durante essa diferenciacdo. Assim, foi demonstrado que
células B-1 expressam espontaneamente tanto fatores de transcricdo restritos
ao comprometimento celular linfoide como mieloide (Popi AF, 2009). Dessa
maneira, como ainda ndo se compreende muito bem a fisiologia das células B-1,
tampouco em situacao de estresse como na restricado/privacdo de sono, ocorreu-
nos verificar como se comportariam alguns fatores de transcricdo das células B-

1 frente ao protocolo de RS21.

Apbs o periodo de restricdo de sono, a expressao relativa de alguns genes
das células B-1 foi significativamente alterada. Os genes linfoides EBF, E2A e
BLNK foram modulados negativamente, enquanto a expressao de genes
relacionados ao comprometimento mieloide (SPI-1 e M-CSFR) nao

apresentaram alteragdes significativas quando comparado aos animais controle.
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Isso indica que essas células tendem a um comprometimento com o perfil

mieloide apds o protocolo de restricdo de sono.

O esclarecimento de mecanismos que determinam o comprometimento de
linhagem é consideravel ndo apenas para a compreensao da diferenciacédo
celular, assim como, para a elucidacdo de mecanismos envolvidos em possiveis
transformagBes neoplasicas. Sendo assim, a promiscuidade de expresséo
génica por células B-1 é modelo para estudo de possiveis fatores que induzem
alteracbes nucleares relacionadas a permissividade da coexisténcia dos
programas linfoide e mieloide nestas células apds o protocolo de restricdo de

sono.

Sabe-se que as moléculas coestimuladoras CD80 e CD86 sdo expressas
principalmente nas células apresentadoras de antigenos (APC), incluindo células
dendriticas, macréfagos e células B convencionais (B-2). Estdo ausentes ou
expressam em baixos niveis nas células apresentadoras de antigenos (APCs)
em repouso e sdo induzidas por varios estimulos, incluindo produtos microbianos
gue acoplam receptores semelhantes a Toll e citocinas como interferon gama.
Mussalem et al. (2012) verificaram que a aplicacdo Propionibacterium acnes
aumentou as células B-1 no exsudato peritoneal obtidas de camundongos
BALB/c e antecipou a diferenciacdo de células B-1 em fagécitos (B-1 CDP) in
vitro. Adicionalmente, também foi observado aumento na expressao das
moléculas coestimuladoras CD80 e CD86 (Mussalem, et al., 2012). De maneira
similar, nossos resultados mostraram claramente que apdos o protocolo RS21 e
injecdo intraperitoneal de promastigotas de L. amazonensis, células B-1
apresentaram aumento da expressao de CD80 e CD86 (Fig. 9), sugerindo que
essas células apds restricdo de sono e contato com este micro-organismo

influenciou a funcéo de apresentacdo do antigeno das células B-1.

Apesar de serem classificadas como linfécitos, devido a expressdo de BCR
e producédo de imunoglobulinas, as células B-1 também exibem caracteristicas
de macrofagos, na medida em que expressam CD11lb e possuem funcdes
fagociticas e de apresentadoras de antigenos. Além disso, as células B-1
diferenciam-se em “fagécitos derivados de células B-1” (B-1 CDPs) tanto in vitro
como in vivo (Almeida et al., 2001; Mussalem et al., 2012; Popi et al., 2008; Popi

et al. al., 2012). Essas células diferenciadas perdem a expressdo de CD19 e
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comecam a expressar F4/80 (CD11b*/F4/807/CD19"), indicando plasticidade em
seu fendtipo (Almeida et al., 2001; Popi et al.,, 2009; Popi et al., 2012). No
entanto, a resposta de células B-1 a antigenos e adjuvantes é pouco conhecida.
Alguns estudos demonstraram que a ativacao dessas células é mediada por
receptores semelhantes a Toll (TLR), como na presenca de LPS (de Escherichia
coli) ou sequéncias CpG (sequéncia de DNA néao metilada). (Takahama et al.,
1990; Thomas-Vaslin e Freitas, 1990; Bamba et al., 2005).

Como as células B-1 exibem caracteristicas tanto dos macréfagos quanto de
linfécitos, procuramos investigar o efeito da restricdo de sono sobre o potencial
fagocitico dessas células. Os resultados demonstraram que, apesar do aumento
de NO e ROS intracelulares, houve reducédo das particulas fagocitadas, tanto
pelas células B-1, quanto pelos macréfagos, nos animais que passaram pela
RS21 (Fig. 10). Este dado corrobora a diminuicdo da expresséo relativa dos
genes dos receptores semelhantes a Toll (TLR-2, TLR-6 e TLR-9) nas células B-
1 dos camundongos restritos de sono (Fig. 6). Dessa maneira, parece plausivel
inferir que a restricdo de sono pode modular o potencial fagocitico das células B-

1, bem como a expresséao de receptores semelhantes a Toll.
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6 Conclusdes

Os resultados nos permitem concluir que a restricdo de sono por 21 dias
promove a diferenciacdo de células B-1 peritoneais em fagocitos, além de
aumentar a capacidade microbicida, por aumentar a producdo de 6xido nitrico e
espécies reativas de oxigénio, independentemente da infeccdo por L.

amazonensis.

Apesar de a restricdo de sono, por si sO, ndo interferir com a expressao
das moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86, na presenca de promastigostas
L. amazonensis juntamente com o protocolo de restricdo de sono, houve
aumento desses marcadores, sugerindo que elas potencializaram sua acao

como celulas apresentadoras de antigeno.

Por outro lado, células B-1 de animais restritos de sono reduziram a
expressdo de receptores semelhantes a Toll, o que reduz a capacidade

fagocitica destas células.

Conjuntamente, nossos resultados mostram, de maneira inédita, que a
restricdo de sono induz a diferenciacéo de células B-1 e aumenta sua capacidade
microbicida, embora interfira negativamente com a capacidade fagocitica das
mesmas, em parte, por reduzir a expressao de receptores semelhantes a Toll

nas células B-1.
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