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RESUMO

KOMEGAE, E. N. Papel dos receptores inatos TLR na forma¢ao de memdria humoral e linfécitos B
de longa vida: a¢do das proteases Natterinas, toxinas majoritarias do veneno de Thalassophryne
nattereri. 2010. Dissertacdo (Mestrado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,

Universidade de S3o Paulo, Sdo Paulo, 2010.

A contribuicdo de células B para a memdria imunoldgica se dd por duas distintas popula¢cGes de
células: células B de memoria e células produtoras de anticorpos de longa vida (ASC). Entretanto, a
inter-relacdo entre estas células bem como os mecanismos envolvidos para a manutenc¢do destas
tem sido pouco entendida. O veneno de Thalassophryne nattereri tem se mostrado capaz de induzir
uma intensa resposta imune de memdria. Neste sentido, nos propusemos a avaliar o efeito da
Natterinas, toxinas majoritarias do veneno e que ndo apresentam homologia com nenhuma proteina
presente em banco de dados, na inducdo e manutencdo da resposta imune de memdria de células B,
focando a importancia da atividade protedsica. Bem como, avaliar o papel dos receptores tipo Toll e
de sua sinalizacdo MyD88 na regulacdo deste processo. Para isto, camundongos foram imunizados
com as Natterinas proteoliticamente ativa ou inativa adsorvidas em hidréxido de aluminio, apds 7, 21
e 28 dias os animais foram injetados apenas com as Natterinas. Apds 48, 74 e 120 dias, os animais
foram sangrados para obtencdo do plasma para dosagens de anticorpos por Elisa ou PCA. Em
seguida, os animais foram mortos para obtengao das células do compartimento efetor (Periténio), de
importantes compartimentos para manutencdo das respostas imunes (Bago e medula dssea). Nossos
resultados mostraram que a atividade protedsica das Natterinas é importante ndo sé pela indugdo do
perfil de resposta Th2 (altos titulos de 1gG1 e IgE anafilaticos), mas pela manutencdo da cronicidade
de resposta de distintos subtipos de células B (Bla, B1b, B2, B efetora/memaria, ASC B220 positiva e
negativa) nos trés compartimentos analisados, uma vez que as Natterinas inativas tendem ao perfil
de resposta Th1 (lgG2a), induzindo uma melhor resposta precoce e principalmente local. Utilizando
camundongos deficientes de TLR4 ou MyD88, observamos que a resposta de memdria induzida pelas
Natterinas é regulada por mecanismos dependentes de TLR4/MyD88 na regulacdo negativa de
células B efetoras/memdria durante todo o curso da resposta e supressdo de IgE no periodo tardio.
Uma regulagdo positiva de células Bla e B2 no periodo recente também s3ao mediadas por esta via. E
0 mais importante, TLR4 via MyD88 sao responsaveis pela manutengdo de ASCs convencionais no
compartimento efetor por longos periodos. Durante a resposta anti-Natterinas, também observamos

mecanismos dependentes de TLR4, porém independentes de MyD88, sugerindo a outra via de



sinalizagcdo do TLR4, via TRIF, que parecem ser os responsaveis pela: Inducdo de anticorpos IgG1 e IgE
no periodo recente, pela inducdo de ASCs B220" e supressdo de células B2 durante a resposta
cronica, ou mesmo controlando a migracdo de células Bla e Blb do peritonio. Ainda, mecanismos
dependentes de MyD88, porém independentes TLR4 também foram observados na regulacdo da
resposta anti-Natterinas, o que indica que as Natterinas possam mediar respostas via outros
receptores do tipo Toll, que controlam a regulacdao negativa de anticorpos de perfil Th2 e sdo os

responsaveis pela manutenc¢do ASCs por longos periodos no bago e na medula dssea.

Portanto, o estudo com as proteases Natterinas além de permitir um maior esclarecimento
da resposta humoral de memdria induzida pelo veneno do peixe T. nattereri, permitiu o estudo da
complexa organizacdo do compartimento de células B de meméria, principalmente do subtipo de
longa sobrevida (ASC). Também nos permitiu evidenciar a importancia da atividade protedsica das
Natterinas para a manutenc¢do da cronicidade de resposta de células B nos trés compartimentos
analisados, como verificarmos que a ativacdo de receptores inatos como os TLRs é decisiva para a
geracdo e manutencdo de células ASCs B220°/"8 em resposta as Natterinas, dependentes das vias
de sinalizacdo MyD88 ou TRIF. Estas sinalizacdes controlam a magnitude, a qualidade e a longa
duracdo da resposta humoral de memdria através da acdo em diferentes subtipos de células B, em

diferentes estéagios de diferenciacdo e em diferentes microambientes. Apoio: FAPESP.

Palavras-chave: Thalassophryne nattereri. Células produtoras de anticorpos de vida longa (ASC).
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ABSTRACT

KOMEGAE, E. N. Role of innate TLR receptors in formation of humoral memory and long-life
lymphocytes B: Action of Natterins proteases, majority toxins of Thalassophryne nattereri venom.
2010. Master thesis (Immunology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo

Paulo, 2010.

The contribution of B cells for the immunological memory feels for two different populations of cells:
memory B cells and long lived antibodies secreting cells (ASC). However, the interrelation among
these cells as well as the mechanisms involved for the maintenance of these it has been little
understood. The venom of Thalassophryne nattereri has if shown capable to induce an intense
memory immune response. In this sense, we intended to evaluate the effect of Natterins, majority
toxins of the venom and that they don't present homology with any present protein in database, in
the induction and maintenance of the immune memory response of cells B, focusing the importance
of the proteases activity. As well as, to evaluate the paper of Toll like receptors and MyD88 signalling
in the regulation of this process. For this, mice were immunized with the Natterins activates or
inactive adsorbed in alum, after 7, 21 and 28 days the mice were just injected with Natterins . After
48, 74 and 120 days, the animals were bled for obtaining of the plasma for dosages of antibodies for
Elisa or PCA. Soon afterwards, the animals were killed for obtaining of the cells of the effector
compartment (Peritoneum), of important compartments for maintenance of the immune responses
(Spleen and bone marrow). Our results showed that the proteases activity of Natterins is important
not only for the induction of the profile Th2 response (high titles of 1gG1 and IgE), but for the
maintenance of the chronicity of response of different subtypes of B cells (Bla, Blb, B2,
effector/memory B cell, ASC positive and negative B220 expression) in the three analyzed
compartments. The inactive Natterins tend to the profile Thl responses (IgG2a), inducing a better
precocious responses and mainly in effector compartment. Using deficient mice of TLR4 or MyD88,
we observed that the memory response induced by Natterins is regulated by dependent mechanisms
of TLR4/MyD8S8 in the negative regulation of effector/memory B cells during whole the course of the
response and suppression of IgE in the late period. A positive regulation of Bla and B2 cells in the
recent period are also mediated by this road. And the most important, TLR4 through MyD88 are
responsible for the maintenance of conventional ASCs in the effector compartment for long periods.
During the anti-Natterinas response, we also observed dependent mechanisms of TLR4, however
independent of MyD88, suggesting the other road of signalling of TLR4, through TRIF, that seem to

be the responsible for the: induction of antibodies IgG1 and IgE in the recent period, for ASCs B220"



induction and suppression of B2cells during the chronic response, or even controlling the migration
of Bla and Blb cells of the peritoneum. Still, dependent mechanisms of MyD88, however
independent TLR4 were also observed in the regulation of the anti-Natterins response, what
indicates that Natterins can mediate responses road other Toll like receptors, that control the
negative regulation of profile Th2 antibodies and they are the responsible for the maintenance ASCs
for long periods in the spleen and in the bone marrow. Therefore, the study with the proteases
Natterins besides allowing a larger explanation of the humoral memory response induced by the
venom of the fish T. nattereri, it allowed the study of the complex organization of the compartment
of memory B cells , mainly of the subtype of long lived (ASC). Also, allowed to evidence us the
importance of the proteases activity of Natterins for the maintenance of the chronicity of B cells
response in the three analyzed compartments, as we verify that the activation of Toll like receptors is
decisive for the generation and maintenance of cells ASCs B220°¥"™% in response to Natterins,
dependent of the signaling MyD88 or TRIF. These signallings control the quality and the long duration
of the humoral memory response through the action in different subtypes of B cells, in different

differentiation apprenticeships and in different environment. Support: FAPESP.

Keywords: Thalassophryne nattereri. Long-lived antibody secreting cells (ASC). B1 cells.

Immunological memory. Toll like receptors. MyD88 signaling.



INTRODUCAO

A memodria imunoldgica é um marco da resposta imune adaptativa de vertebrados superiores
e é responsavel pela imunidade de longo prazo contra uma enorme variedade de agentes
infecciosos. A contribuicdo de células B para a memdria imunoldgica T dependente se da por duas
distintas popula¢des de células que sdo geradas durante a resposta imune primaria no centro
germinativo dos 6érgdos linfoides secundarios: células B de memoaria e células B de memaria de longa

vida (antibody secreting cells — ASC; MANZ et al., 2005).

Células B humanas de memdria que apresentam mutagdes somaticas no gene que codifica a
regido variavel da imunoglobulina se diferenciam das virgens funcionalmente por serem capazes de
desencadear uma resposta de anticorpo forte e rapida, morfologicamente por serem maiores e
fenotipicamente por expressarem altos niveis de moléculas de ativagdo e co-estimuladoras como
CD80, CD86 e CD95, sendo negativas para IgD ou CD23 (TANGYE e TARLINTON, 2009; KLEIN et al.,
1998; TANGYE et al., 1998).

A populagdo de células B de memodria expressa anticorpos de membrana que ja sofreram
mudanca de isotipo e carregam mutag¢des somaticas dentro da regido varidvel da por¢do CDR
(RAJEWSKY et al., 1996; KLEIN et al., 1998), além de moléculas como CD19, CD27 (humanos) e B220.
Estas células possuem intensa capacidade de diferencia¢do e proliferacdo dependentes da repressao
dos fatores apoptdticos Pax-5- e Bcl-6. Embora demonstrem preferéncia para se localizarem nos
sitios de sua formacdo elas também re-circulam (BAINE et al.,, 1982). Conferem imunidade pela
capacidade de autorenovagdo homeostdtica e por montarem respostas rapidas e vigorosas para o

antigeno original apds uma re-exposic¢ao.

Ao contrario, as ASC que expressam baixos niveis da molécula B220 sdo positivas para as
moléculas como CD138, CD43, CD38, CD62L e CD93 (ARCE et al., 2004; KALLIES et al., 2004;
CHEVRIER et al., 2009). Também expressam varias moléculas de adesdo como VLA-4, VLA-5, CD9,
CD44 (RIDLEY et al., 1993; MEDINA et al., 2002) e ndo se diferenciam nem proliferam.

Possuem capacidade migratéria baixa ocupando nichos limitados na medula éssea (SLIFKA et
al., 1995; ELLYARD et al., 2004), no baco (MAMANI-MATSUDA et al., 2008) e em locais inflamados
(SMITH et al., 1996) em resposta a quimiocina CXCL12 e a molécula de adesdo VCAM-1 expressos nas
células estromais (HAUSER et al., 2002; WEHRLI et al., 2001). Nichos periféricos de manutencdo de

células ASCs providenciam uma forma elegante de manter em proximidade a célula de longa vida



ativa produtora de altas concentragdes de anticorpos por segundo no local onde o antigeno persiste

(JANOSSY et al., 1977).

As ASCs sdo importantes componentes da imunidade de memdria por serem capazes de
sobreviver e sustentar altos niveis de anticorpos neutralizantes importantes para manter a
imunidade por varios anos, tornando-se um pilar da vacinagdo (CASTELLINO et al.,, 2009). Elas
sobrevivem funcionalmente ativas mesmo na auséncia do antigeno, ou seja, independente de sinais
oriundos do BCR (MARUYAMA et al.,, 2000), pela expressdo intrinseca de BLIMP-1, XBP-1 e IRF-4
(SHAPIRO-SHELEF e CALAME, 2005; LIN et al., 2002; SHAFFER et al., 2002, 2004) e fatores extrinsecos
como citocinas IL-6, IL-5, TNF-a, o ligante para a molécula de adesdao CD44, a quimiocina SDF-1 -
CXCL12 (CASSESE et al., 2003), membros da familia do TNF como APRIL (ligante indutor de
proliferacdo) e BAFF (fator de ativacdo de célula B) (INGOLD et al., 2005; THOMPSON et al., 2001).

As células B do compartimento de memdria podem também ser formadas a partir de um
subtipo ndo convencional de células B maduras, as chamadas células B1 que se distinguem das
células B convencionais (B2) por apresentarem diferentes fendtipos de superficie, localizagdo
anatOmica, capacidade de autoreabastecimento e repertério de anticorpos e por serem células com

caracteristicas de defesa inata e de vida longa (KANTOR e HERZENBERG, 1993).

As células B1 sdo conhecidas por serem uma fonte primdria de anticorpos naturais IgM de
baixa afinidade que apresentam papel importante em periodos iniciais de defesa contra bactérias,
virus e certos parasitas, antes do estabelecimento de respostas imunes adaptativas e sdo fontes de
anticorpos de reagbes cruzadas com uma variedade de antigenos préprios tornando-se células
produtoras de imunoglobulinas de todos os isotipos (HAYAKAWA et al., 1984; KANTOR e
HERZENBERG, 1993) principalmente em resposta a estimulagdo antigénica por lipopolissacarideo ou
citocinas. Além disso, seus progenitores sdo abundantes no feto e no figado, e recentemente
progenitores destas células foram descobertos na medula dssea de animais adultos (MONTECINO-
RODRIGUEZ et al., 2006). Possuem capacidade de autoabastecimento principalmente nas cavidades
peritoneal e pleural, sendo virtualmente ausentes no linfonodo e no sangue periférico onde é mais

convencional a presenca de células B2.

Fenotipicamente células Bla sdo caracterizadas por expressarem B220°" CD19"¢" |gM"e"
IgD'®" CD43* CD5P* CD23™¢ e as Blb sdo B220°" CD19"¢" IgM"e" |gD"" CD43" CD5"*
CD23™4CD11b"*. Ambos os subtipos de B1 expressam constitutivamente a cadeia alfa do receptor de
IL-5 (IL-5R) e os genes BLIMP-1 e XBP-1 o que explica sua capacidade de longa vida e a producdo de

IgM natural e continua. Ndo esta claro se esses dois subtipos sdo distintos tipos celulares ou dois



estagios de desenvolvimento da mesma populagdo uma vez que o CD5 é um regulador negativo
expresso em células anérgicas ou nas células Bla apds exposicdo a autoantigenos (ROTHSTEIN,

2002).

Quando as células Bla sdo ativadas, na cavidade peritoneal ou pleural, induzem a ativacdo e
producdo de citocinas pelos linfécitos T de forma muito mais eficiente do que as células B
convencionais. HA e colaboradores (2006) demonstraram que a sinalizacdo por receptores do tipo
Toll Like Receptors — TLRs nas células B1 induz uma rapida, especifica e transiente regulacdo da
expressdo de integrinas e da molécula CD9, permitindo o deslocamento na matriz local com alta
velocidade de movimento em resposta a quimiocinas. Essas células podem, portanto migrar para os
orgaos linféides secundarios tornando-se células produtoras de anticorpos de vida longa. Além da
capacidade das células B1 de producgdo de citocinas, apresentagao de antigenos e diferenciacdo em
ASC, a intensa expansdo destas células tem sido bastante associada a autoimunidade (YANABA et al.,

2008).

Células B2 foliculares s3ao conhecidas pela expressdio dos marcadores
B220"¢"CD19"%IgM"*IgD"e"CD43 #CD5"*CD23P*. Elas representam a populag¢do dominante no bago
e estdo presentes também nos linfonodos, re-circulam e sdo continuamente geradas na medula
6ssea. Apds o reconhecimento de antigenos em condicdes apropriadas de ajuda dos linfécitos T, as
células B2 migram para os centros germinativos onde proliferam e maturam a afinidade dos
anticorpos especificos. Além disso, elas se diferenciam em células produtoras de anticorpos do tipo B

de memodria ou de longa vida - ASCs.
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Figura 1. Regulagdo do desenvolvimento de plasmdcitos.
Fonte: Shapiro-Shelef e Calame (2005)

Vale ressaltar que a inter-relagao entre células B de meméria e as de longa vida (ASC) com o
mecanismo celular e molecular da sua geracdo, fungcdo e manutencdo ainda é pouco entendida
(AHUJA et al., 2008). Podemos justificar a importancia do estudo da gera¢do e manutencgao de células
ASC por 3 razbes: a) da perspectiva da biologia fundamental dos linfécitos, b) do entendimento da
regulacdo dos mecanismos de sobrevivéncia celular que podem ser importantes para o desenho de
novas vacinas e c) por serem as células ASCs fonte de autoanticorpos os quais sdo patogénicos em

diversas doengas autoimunes e ndao serem controladas por drogas anti-proliferativas.

No que diz respeito a sobrevivéncia das células de memdria, a idéia mais aceita atualmente é
a de que elas persistam mesmo na auséncia do antigeno (MARUYAMA et al., 2000). Porém, alguns
autores acreditam que a persisténcia do antigeno, por meses e até anos, na forma de
imunocomplexos na superficie das células dendriticas foliculares é um fator essencial para a
manutencdo das células B de memodria e produgdo de anticorpos especificos (TEW et al., 1997; GRAY,
2002; GATTO et al., 2007). Em alguns casos, a exposi¢ao cronica ao antigeno poderia ser responsavel,
embora seja improvavel que isto explique a presenga de anticorpos para antigenos transientes como

o toxdide tetanico e o virus da coriomeningite linfocitica (LCMV) (ZINKERNAGEL et al., 1996).



Apesar das ASC manterem altos titulos de anticorpos por muito tempo sem reposi¢ao a partir
de células B de meméria (AHUJA et al., 2008) ha fortes indicios de uma relagdo hierdrquica entre os 2
tipos de células B: células B de memodria B220+ CD19+ ddo origem a células B com expressdo
intermediaria da molécula B220 e estas por fim tornam-se células de longa vida, caracterizadas pela

baixa expressdo de B220 ou auséncia deste marcador (MCHEYZER-WILLIAMS et al., 2000).

Na tentativa de esclarecer os mecanismos moleculares de inducdao e de manutencao de
imunidade de memaria duradoura, pesquisadores vém demonstrando um papel importante para os
receptores especializados em reconhecimento de padrdes antigénicos da resposta inata, como os
TLRs (PALM e MEDZHITOV, 2009). Diversos autores afirmam que a estimulacdo destes receptores
inatos é decisiva para a geracdo de respostas T dependentes de memdria de grande magnitude,

qualidade e de longa duragao (ZHU et al., 2007; QUIGLEY et al., 2009; ZHU et al., 2009).

Bernasconi et al. (2002) relataram que agonistas dos receptores TLR induzem células B
humanas de memdria a proliferarem e se diferenciarem em ASC in vitro. Ademais, células B
foliculares murinas podem ser ativadas por ligantes de TLR como o LPS, uma vez que expressam
receptores essenciais para a sinalizacdo, como o complexo TLR4/MD-2 e altos niveis da proteina
RP105 — CD180 (OGATA et al.,, 2000; GERONDAKIS et al., 2007; DASARI et al., 2005). Considerando
que estimulos policlonais podem contribuir para as respostas imunes via TLRs e que o LPS, ligante de
TLR4, é suficiente para induzir e/ou manter a expressdo de BLIMP-1 pelas células B na auséncia de
sinaliza¢do via BCR (SHAPIRO-SHELEF e CALAME, 2005), a avaliacdo do papel dos TLRs ha modulagdo
da resposta humoral, em especial para a geracdo de células ASC torna-se uma promissora area de

estudo.

TLRs representam uma familia de receptores especializados em reconhecimento de padrdes
antigénicos evolutivamente conservados (AKIRA et al., 2001; MEDZIHITOF e JANEWAY JR, 2000;
PULENDRAN e AHMED, 2006). Os TLRs estimulam indiretamente a resposta imune adaptativa pela
ativacdo de células inatas que produzem citocinas inflamatdrias e quimiocinas e pela super-
expressao de moléculas co-estimuladoras, mas também podem ativar diretamente as células T e B
(CARAMALHO et al., 2003; DASARE et al., 2005; KABELITZ, 2007). A participacdo de receptores TLRs
na ativacdao de células B foi descrita por Leadbetter et al. (2002) que mostraram que a ativagdo
efetiva de células B requer uma ligacdo sinérgica do BCR e de membros da familia dos TLRs,
mostrando um papel decisivo para os receptores TLR no grau de ativacao celular e na qualidade da

funcao efetora.



Em murinos, a andlise gendmica revelou a existéncia de 13 diferentes TLRs. A maioria dos
TLRs humanos (TLR 1, 2, 4, 5, 6, 10 e 11) é expressa na superficie celular, enquanto outros (TLR 3, 7, 8
e 9) estdo presentes em compartimentos endossomais de diferentes tipos celulares do sistema
imune inato e adquirido, mas também em células ndo imunes. TLR4 alterna entre ciclos no complexo
de Golgi e na membrana plasmatica celular até ser ligado pelo LPS. A cascata de sinalizacdo MyD88-
dependente é entdo iniciada na membrana, seguido pelo movimento do complexo TLR4/LPS para o
endossomo, onde a cascata de sinalizacdo MyD88-independente é ativada (MCGETTRICK e O’NEILL,
2010).

Cada receptor TLR reconhece um distinto estimulo antigénico, que normalmente sdo padrdes
moleculares conservados associados a patdgenos (PAMPs). Entretanto, os TLRs também podem
requerer proteinas acessorias para reconhecerem seus ligantes ou reconhecer inUmeros ligantes
enddgenos nao relacionados estruturalmente (MEDZHITOF, 2001). Interagdes dos TLRs (dominio
extracelular C-terminal rico em leucinas repetidas) com seus ligantes especificos conduzem ao
recrutamento intracelular de moléculas adaptadoras com dominio N-terminal TIR, tais como MyD88,
TIRAP, TRIF e TRAM. Este processo resulta no recrutamento de proteinas da familia IRAK e TRAF para
o complexo receptor, gerando a ativacdo de MAPKs e JUN N-terminal (JNKs), p38 e ERKs quinases e
fatores como interferon regulatory factor (IRF3, IRF5 e IRF7) e a ativacdo de NF-kB e AP-1 que sdo
essenciais para a inducdo de resposta imune inata e adaptativa (AKIRA et al., 2006; KAWAI e AKIRA,
2007).

Os mais bem caracterizados ligantes dos receptores do tipo TLR derivados de patdgenos sdo:
Lipidio A, componente de lipopolissacaridio (LPS; endotoxina) de bactérias Gram-negativas, o qual
estimula TLR4 em associacdo com co-receptores CD14 e MD-2; lipoproteinas bacterianas e acido
lipotecdico e zimosan flngico, os quais estimulam TLR1, TLR2 e TLR6; flagelina bacteriana, que ativa
TLR5; a molécula profilin-like do protozodario Toxoplasma gondii, que ativa TLR11; motivos de CpG
ndao metilados presentes em DNA que funcionam como estimuladores de TLR9; RNA de dupla fita

que ativa TLR3; e RNA de fita simples que pode estimular TLR7 e TLRS.
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Figura 2. Funcoes fisiologicas dos Receptores do tipo Toll (TLRs).
Fonte: Rakoff-Nahoum e Medzhitov (2009)

Além de ligantes dos receptores do tipo TLR derivados de patégenos, um crescente nimero
de ligantes enddgenos vem sendo descritos como estimuladores de TLRs, em particular de TLR2 e
TLR4, incluindo proteinas de choque séptico (HSP60, HSP70, endoplasmina, HSPB8 e u-crystallin A
chain), high mobility group box 1 (HMGB1), cristais de acido urico, proteina surfactante A e varios
produtos de matriz extracelular como fibronectina, heparan sulfato, biglican, fibrinogénio,

oligossacdridios de hialuronan e fragmentos de hialuronan (AKIRA et al., 2006).

Os receptores do tipo TLRs transmitem sinais através de uma entre quatro proteinas
adaptadoras: myeloid differentiation factor 88 (MyD88), TICAM1 (também conhecido como TRIF - TIR
domain-containing adaptor protein inducing IFN-8), TIRAP (também conhecido como MAL) e TICAM?2
(também conhecido como TRAM e TIRP). Todos os receptores do tipo TLRs (exceto por TLR3) e os
membros da familia de receptores IL-1 sinalizam via MyD88. TLR3 sinaliza via TICAM1 e TLR4
sinalizam via MyD88 e/ou TRIF. De maneira semelhante ao TLR2, o TLR4 pode utilizar MAL como uma
molécula adaptadora para recrutar o MyD88 para ativar vias MAPK para a inducdo de NF-kB, p38,

JNK (MEDZHITOV et al.,1998).
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Figura 2. Moléculas adaptadoras utilizadas pelo TLR4.
Fonte: O'Neill e Bowie (2007)

Venenos e toxinas de animais terrestres peconhentos sdao conhecidos e extensamente
estudados pelos disturbios hemtolégicos e inflamatérios que induzem em humanos e por serem
tratados com anticorpos especificos de rapida capacidade de neutralizagdo (HAWGOOD, 1992). No
entanto, a investigacdo da ativacdo do sistema imune adaptativo e a formacdo de memdria
imunoldgica duradoura para toxinas de venenos de animais terrestres e principalmente de peixes
peconhentos tém recebido pouca atencdo. No Brasil ndo existe até o momento nenhum antissoro
utilizado na clinica para acidentes por peixes peconhentos, embora saibamos da existéncia de vdrias
espécies de peixes pegonhentos que causam acidentes em rios e mares brasileiros. Acidentes
provocados pelo Thalassophryne nattereri vém sendo notificados em Salvador (ALMEIDA e ROCHA,
1989), Alagoas (AUTO, 1992; FONSECA e LOPES-FERREIRA, 2000), Fortaleza (FACO et al., 2003), Natal
e Para (HADDAD JR et al., 2003).

Ao contrario, na Australia, desde a década de 1960 sdo empregados na clinica antissoros para
acidentes por aguas-vivas (jellyfish) e por peixes-pedra (stonefish) (BAXTER e MARR, 1974; MEIER e
WHITE, 1995; WILLIAMSON et al., 1996, SUTHERLAND et al., 2001).

O peixe peconhento Thalassophryne nattereri habita aguas salobras ao longo das regiGes
Norte e Nordeste do Brasil e seu veneno vem sendo amplamente estudado em diferentes aspectos
pelo nosso grupo: envenenamento em vitimas humanas (FONSECA e LOPES-FERREIRA, 2000) e em
modelos experimentais (LOPES-FERREIRA et al., 1998, 2001, 2002; FACO, 2003, LIMA et al., 2003;
PAREJA-SANTOS et al., 2009), aspectos bioquimicos e farmacoldgicos (LOPES-FERREIRA et al., 2004;

MAGALHAES et al., 2005; 2006), a capacidade de indugdo de anticorpos neutralizantes para os



principais efeitos toxicos em camundongos (LOPES-FERREIRA et al., 2000; PIRAN-SOARES et al., 2007)

e 0s mecanismos imunoldgicos envolvidos nesta resposta (GRUND et al., 2006; 2009).

Os sintomas decorrentes do envenenamento (dor, eritema e edema) e as seqtielas deixadas
pelo acidente (em alguns casos o quadro clinico avanca para uma necrose de dificil cicatrizagdo) sdo
agravados pela inexisténcia de um tratamento que reverta tais efeitos patologicos (ALMEIDA e
ROCHA, 1989; AUTO, 1992; FONSECA e LOPES-FERREIRA, 2000; HADDAD JR et al.,, 2003). Vale
ressaltar, que o uso de analgésicos, antiinflamatdrios esteroidais (dexametasona) e ndo-esteroidais
(indometacina) ou inibidores de serotonina e da via L-arginina-éxido nitrico ndo é capaz de reverter o

guadro decorrente do envenenamento que evolui independente da utilizacdo dos medicamentos.

Na busca por uma terapia eficiente para o envenenamento pelo T. nattereri, trabalhos
realizados por nosso grupo demonstraram a importancia de anticorpos especificos produzidos em
coelhos ou eqliinos na neutralizagdo das atividades téxicas (LOPES-FERREIRA et al., 2000). Além
disso, comprovamos experimentalmente que animais com altos titulos plasmaticos de anticorpos
especificos apresentam menores respostas de nocicep¢do, edema ou necrose quando submetidos a
um segundo contato com o veneno (PIRAN-SOARES et al., 2007). Além da verificagdo da persisténcia
de anticorpos IgG anti-veneno em camundongos, neste trabalho também foi demonstrado que
pacientes acidentados pelo peixe apresentam altos niveis de IgG anti-veneno por até seis meses apds

o acidente.

Em 2006, Grund et al. realizaram um estudo sobre a resposta imune humoral e celular
induzida pelo veneno do T. nattereri em camundongos, avaliando principalmente os tipos de
celulares esplénicos predominantes, a producdo de citocinas e a producdo de anticorpos especificos.
Neste trabalho foi demonstrada uma associacdo entre as citocinas secretadas pelas distintas
populacdes de linfocitos T e a produgdo das subclasses de anticorpos gerados, sendo a grande
producdo de anticorpos IgG1 veneno-especificos e IgE total associada aos altos niveis de IL-5, e os
altos niveis de IFN-y a anticorpos IgG2a. Estes resultados indicam que o veneno induz uma resposta
imune mista, com diferenciacdo de clones de linfocitos dos tipos Thl e Th2. E ainda, de maneira
interessante, seis meses apds a imuniza¢do os animais foram desafiados novamente com o veneno e
produziram altos niveis de anticorpos 1gG antigeno-especifico. Investigando diferentes padrdes de
expressdo de moléculas nas células esplénicas dos animais com resposta persistente encontramos
um aumentado numero de linfocitos T CD4" e linfécitos B, os quais expressam baixos niveis da
molécula CD45R/B220. A presenca de resposta T dirigida com altos niveis de anticorpos IgG
especificos de memdéria confirmam que células T e B com fungdes efetoras e/ou de memoria foram

geradas.



Um trabalho recente mais detalhado de investigacao dos efeitos do veneno de T. nattereri na
geracdo de memdria imunolégica e dos fatores envolvidos na manutencdo das células ASCs
desenvolvido por Grund et al. (2009) mostra que o veneno de T. nattereri é capaz de desencadear e
sustentar uma resposta imunoldgica de memdéria dependente de citocinas de linfécitos T, IL-5 e IL-
17A com altos e persistentes niveis de anticorpos especificos 1gG2a, 1gG1 e principalmente IgE
produzidos por células de longa sobrevida fenotipicamente caracterizadas como ASC
B220"Elew/neecpq3hiellow e 138P% presentes além da medula Gssea também no baco e no periténio.
Ademais, este trabalho também suporta a idéia de que IL-5 e IL-17A participam na geracdo e na

sobrevivéncia de ASC com fenétipo B220Me"ow/nee

e na manutencdo esplénica de células Bla, uma
vez que o uso de anticorpos neutralizantes para as duas citocinas conseguiram reverter a

diferenciagao das células ASCs induzidas pelo veneno.

Recentemente, uma nova familia de proteinas com atividade cininogendsica e estrutura
primdria Unica foi caracterizada no veneno de T. nattereri (MAGALHAES et al., 2006). As Natterinas
(1, 2, 3, 4 e P), como foram nomeadas, possuem massa molecular em torno de 35 kDa, sdo capazes
de induzir edema e nocicepg¢ao semelhante ao veneno (LOPES-FERREIRA et al., 2004), além de serem
capazes clivar o cininogénio humano e peptideos sintéticos derivados de cininogénio (MAGALHAES et

al., 2005)

Diante da necessidade de maiores dados para o esclarecimento da diferenciacdo e
manutencdo de ASCs e da participacao dos receptores TLRs na modulacdo da resposta humoral de
memoaria o objetivo deste trabalho foi avaliar em um modelo murino a resposta de memadria humoral
e os compartimentos celulares desenvolvidos pela imunizacdo com uma nova classe de proteinas
encontradas no veneno do peixe Thalassophryne nattereri. Assim avaliamos em camundongos com
resposta de memoria as Natterinas a diferenciacdao de células secretoras de anticorpos de longa
sobrevida, focando a importancia da atividade protedsica, bem como o papel do receptor do tipo

TLR4 e da sinalizagdo MyD88 na modulagao desta resposta.



CONCLUSOES

Este estudo com as proteases Natterinas permitiu um maior esclarecimento da resposta
humoral de memédria induzida pelo veneno do peixe T. nattereri e se mostrou uma drea promissora e
interessante, pois permitiu o estudo da complexa organizacdo do compartimento de células B de
memoria, principalmente do subtipo de longa sobrevida (ASC). Mostramos que atividade protedsica
das Natterinas é importante ndo sé pela inducdo do perfil de resposta Th2, mas pela manutencao da
cronicidade de resposta de células B nos trés compartimentos analisados (peritonio, baco e medula
6ssea), uma vez que as Natterinas inativas tendem ao perfil de resposta Thl, induzindo uma melhor
resposta precoce e principalmente local. A ativacdo de receptores inatos como os TLRs é decisiva
para a geracdo e manutencdo de células ASCs B220°°™E em resposta as Natterinas, dependentes de
MyD88 assim como através da molécula adaptadora TRIF. Estas sinalizagdes controlam a magnitude,
a qualidade e a longa duracdo da resposta humoral de memoéria através da acdo em diferentes

subtipos de células B, em diferentes estagios de diferenciacdo e em diferentes microambientes.
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