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RESUMO 
 
GRUND, L. Z. Influência das células T na diferenciação e manutenção de células B de memória 
produtoras de anticorpos de longa vida (ASC) induzidas na resposta imune crônica ao veneno de 
Thalassophryne nattereri. 2013. 115 f. Tese (Doutorado em Imunologia) – Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 

 
Recentemente demonstramos que o veneno do peixe peçonhento Thalassophryne nattereri (Niquim) 
induz a formação de uma resposta imune protetora de longa duração caracterizada por células B 
produtoras de anticorpos de memória (Bmem) e de longa vida (ASC – antibody secreting cells). Estas 
variam quanto à expressão de B220 e CD43 (B220highCD43high, B220highCD43low, B220lowCD43high ou 
B220negCD43high) e dependem das citocinas IL-5 e IL-17A para diferenciação terminal (B220neg) e 
manutenção no local inflamado. Propusemos neste trabalho investigar a presença de subtipos de 
linfócitos T de memória, o papel exercido pela sinalização CD4 e CD28 sobre a diferenciação e 
manutenção das ASC e posteriormente analisar a relação hierárquica entre os 2 tipos de células B de 
memória. A partir de uma combinação de abordagens in vivo e in vitro demonstramos que a 
formação de ASC (B220neg) em camundongos BALB/c está relacionada à produção de fatores de 
sobrevivência produzidos por mastócitos, eosinófilos e neutrófilos bem como por linfócitos T de 

memória efetores (TeM) CD4+CD44+CD40L+Ly6C+ produtores de IL-4, IL-5, IL-17A e IFN- na cavidade 
peritoneal inflamada e linfócitos T de memória central (TcM) CD4+CD44high CD40LnegLy6Cpos no baço e 
na medula óssea produtores de IL-5 e IL-23. Nossos resultados de transferência adotiva de células B 
de memória demonstram que quanto maior a expressão da molécula B220 nas ASC, independente da 
origem tecidual, maior é a dependência dos sinais gerados por ambas as moléculas CD4 e CD28 
expressas nos linfócitos T dos diferentes compartimentos para a sua sobrevivência. Ainda, a 
sobrevivência na medula óssea das ASC no estagio final de diferenciação (ASC B220neg) é regulada 
positivamente pelos 2 sinais. Podemos concluir que CD28 promove o processo hierárquico de 
diferenciação das ASC B220pos para o estagio terminal ASC B220neg no baço e, ao contrário, prioriza na 
medula óssea as ASC com alta expressão de B220. Garantindo assim que estas células em estágio 
intermediário de expressão de B220 possam, após contatos subsequentes com o antígeno, entrar em 
novos ciclos de diferenciação no GC e diversificar a resposta humoral de alta afinidade. Nossos 
resultados in vitro confirmam que o veneno conjuntamente com IL-17A induzem a diferenciação de 
maneira hierárquica em ASC B220neg produtoras de IgG1. 

 
Apoio: FAPESP e CNPq 
 
Palavras-chave: Thalassophryne nattereri. Células B. Células T de memória. Citocinas. 
Anticorpos de alta afinidade. Antígeno cognato. IL-17A. 
 
  



ABSTRACT  

 
GRUND, L. Z. Influence of T cell on differentiation and maintenance of long-lived antibody-secreting 
cells (ASC) induced during chronic immune response to Thalassophryne nattereri venom. 2013. 115 
p. Ph. D. thesis (Immunology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2013. 

 
Recently we demonstrated that Thalassophryne nattereri (Niquim) fish venom induces the formation 
of a protective immune response characterized by memory B cells (Bmem) and the long-lived 
antibody-secreting cells (ASC) which vary in the expression of B220 and CD43 (B220highCD43high, 
B220highCD43low, B220lowCD43high or B220negCD43high) and depend on the IL-5 and IL-17A cytokines to 
terminal differentiation (B220neg) and maintained in inflamed tissue. We have proposed in this work 
to investigate the presence of memory T lymphocytes subtypes, the role played by CD4 and CD28 
signaling on differentiation and maintenance of ASC and subsequently analyze the hierarchical 
relationship between the two types of memory B cells. From a combined in vivo and in vitro 
approaches, we have demonstrated that formation of ASC (B220neg) on BALB/c mice is related to the 
production of survival factors from mast cells, eosinophils and neutrophils as well as from CD4+ 

CD44+ CD40L+ Ly6C+ effector memory T lymphocytes (TeM) producing IL-4, IL-5, IL-17A e IFN- in 
peritoneal cavity and CD4+ CD44high CD40Lneg Ly6Cpos central memory T lymphocytes (TcM) in spleen 
and bone marrow producing IL-5 e IL-23. Our results of adoptive transfer of memory B cells 
demonstrate that the larger expression of B220 molecule on ASC, regardless of tissue origin, the 
larger is the dependence of the signals generated by both CD4 and CD28 molecules expressed in T 
lymphocytes of different compartments for their survival. Furthermore, the survival of bone marrow 
ASC on the final stage of differentiation (ASC B220neg) is positively regulated by 2 signals. We 
conclude that CD28 promotes the differentiation of the hierarchical process to ASC B220pos to 
terminal stage of ASC B220neg on the spleen and, in contrast, prioritizes on the bone marrow the ASC 
with high expression of B220. Ensuring then that those cells at an intermediate stage of B220 
expression may, after subsequent contacts with the antigen, enter new cycles of GC differentiation 
and diversify the high affinity humoral response. Our in vitro results confirm that the venom together 
with IL-17A induce a hierarchical manner differentiation on ASC B220neg producing IgG1. 

 
Support: FAPESP e CNPq 
 
Keywords: Thalassophryne nattereri. Memory B cells. Memory T cells. Cytokines. High 
affinity antibodies. Cognate antigen. IL-17A. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A memória imunológica é um marco da resposta imune adaptativa de vertebrados superiores 

e é responsável pela imunidade de longo prazo contra uma enorme variedade de agentes 

infecciosos. A contribuição de linfócitos B para a memória imunológica T dependente se dá por duas 

distintas populações de células que são geradas durante a resposta imune primária no centro 

germinativo (germinal center – GC) dos órgãos linfoides secundários: linfócitos B de memória 

(Bmem) e linfócitos B de memória de longa vida (antibody secreting cells – ASC; CALAME, 2005; 

MANZ; THIEL; RADBRUCH, 1997; SHAPIRO-SHELEF; SLIFKA et al., 1998). 

Linfócitos B de memória proliferam e produzem rapidamente anticorpos IgG após novo 

contato com o antígeno (HO et al., 1986; SMITH et al., 1996). Essas células expressam tipicamente 

IgM, IgG ou IgA de membrana e carregam mutações somáticas dentro da região variável da porção 

CDR (KLEIN; RAJEWSKY; KUPPERS, 1998; RAJEWSKY, 1996; TANGYE et al., 1998) e podem expressar 

vários marcadores de superfície como CD19, CD20, CD27 e B220. Embora demonstrem preferência 

para se localizarem nos sítios de sua formação elas também recirculam (BAINE; THORBECKE, 1982) e 

montam respostas vigorosas para o antígeno original após uma segunda exposição. No entanto, a 

grande maioria dos anticorpos IgG séricos antígeno-específicos é produzida por ASC residentes na 

medula óssea (MANZ et al., 1998; McMILLAN et al., 1972) formadas principalmente no GC dos órgãos 

linfoides secundários (DILOSA et al., 1991). 

As ASC, embora sejam parte do compartimento B de memória diferem fenotipicamente das 

células B de memória por não apresentarem marcadores de superfície como CD19, MHC de classe II, 

CD20 ou B220 e expressam moléculas como CD138 (sindecan-1), CD62L, CD43, CD38 e a molécula 

CD93 (CHEVRIER et al., 2009; KALLIES et al., 2004; McHEYZER-WILLIAMS; DRIVER; HEYZER-WILLIAMS, 

2001). A medula óssea é descrita como o ambiente favorável para as ASC (frequência de 1%) por 

produzir fatores extrínsecos que contribuem para a sua sobrevivência como as citocinas IL-6, IL-5, 

TNF- e a quimiocina CXCL12, APRIL e BAFF, e expressar o ligante da molécula de adesão CD44 

(CASSESE et al., 2003; HOOIJKAAS et al., 1983; INGOLG et al., 2005; MANZ et al., 2005; O`CONNOR et 

al., 2004; SCHWALLER et al., 2007; TERSTAPPEN et al., 1990; THOMPSON et al., 2001). 

A população de ASC mantém altos títulos de anticorpos de alta afinidade na circulação por 

longos períodos de tempo. Além de ocuparem nichos limitados na medula óssea também povoam o 

baço (SMITH et al., 1997) e locais inflamados (GRUND et al., 2012). ASC sobrevivem por mais de 1 

ano em camundongos, e respondem tão rápido ao estimulo antigênico quanto à população de 

Bmem. 

Nas ultimas décadas vários esforços vem sendo feitos para compreender qual a importância 

evolutiva de se manter duas populações de memória. Os achados demonstram que além das 
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diferenças fenotípicas e de localização, as Bmem e as ASC apresentam BCR com diferentes afinidades 

(SMITH et al., 1997). Em experimentos com antígenos virais como influenza, HIV e vírus West Nile foi 

possível demonstrar que as Bmem apresentam menos mutações nos genes das cadeias pesadas (VH) 

do BCR comparadas as ASC (WRAMMERT et al., 2008), porem são capazes de reconhecer variações 

em patógenos mutantes que escapam da neutralização pelos anticorpos pré-existentes produzidos 

pelas ASC (PURTHA et al., 2011). 

Quanto à sobrevivência, acredita-se que Bmem persistem em um estado de repouso na 

ausência do antígeno (KALIA et al., 2006; MARUYAMA; LAM; RAJEWSKY, 2000; VIEIRA; RAJEWSKY, 

1990). Porém, alguns autores acreditam que a persistência do antígeno, por meses e até anos, na 

forma de imunocomplexos na superfície das células dendríticas foliculares (fDC) é um fator essencial 

para a manutenção das Bmem e a produção de anticorpos específicos (GRAY, 2002; IMAI; 

YAMAKAWA; KASAJIMA, 1998; SLIFKA; AHMED, 1998; TEW et al., 1997). 

Acredita-se que o processo de diferenciação das ASC obedeça uma sequencia hierárquica 

onde Bmem B220+ CD19+ dão origem a células B com expressão intermediária da molécula B220 e 

estas por fim tornam-se células de longa vida, caracterizadas pela baixa expressão de B220 ou 

ausência deste marcador (McHEYZER-WILLIAMS et al., 2000). A molécula de B220 modula a 

transdução de sinal via BCR e é negativamente regulada a partir do momento que as Bmem 

começam a expressar moléculas de localização como VLA-4, VLA-5, CD9, CD44, CD43, apontando 

uma maior necessidade destas células de migração e interação com o microambiente. 

Vários modelos têm sido propostos para explicar a persistência de níveis séricos de 

anticorpos protetores e a longevidade das ASC como, por exemplo, infecção crônica, reexposição ao 

antígeno, reatividade cruzada com outros antígenos ou antígenos próprios, seleção de células 

produtoras de anticorpos de alta afinidade em virtude da apoptose de células com baixa afinidade 

(SLIFKA; AHMED, 1998) e recentemente a capacidade dessas células de responderem a sinais 

internos e do microambiente (CASSESE et al., 2003; SHAFFER et al., 2000). 

Hoje se sabe que a sobrevivência das ASC é em parte derivada de fatores intrínsecos como 

aumento na resistência destas células aos estímulos apoptóticos com a repressão dos fatores Pax-5- 

e Bcl-6 por BLIMP-1 (NERA et al., 2006), aumento na expressão do gene IRF-4 (fator regulador de 

interferon 4), restrito a plasmócitos originados a partir da seleção no GC (PERNIS et al., 2002) e ainda 

aumento da expressão de Xbp-1 que controla o estresse intracitoplasmático causado pela secreção 

de anticorpos (SHAFFER et al., 2000). 

Células T CD4+ desenvolvem um papel decisivo na regulação da resposta imune através da 

indução de citocinas-chave. Células T CD4+ desempenham múltiplas funções desde a ativação de 

células do sistema inato de defesa, ativação de linfócitos B, T citotóxicos, assim como a ativação de 

células não imunes, Também exercem um papel crítico na supressão e controle da resposta imune. 
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Células T CD4+ podem se diferenciar em diferentes subtipos dependendo do estímulo de citocinas no 

microambiente, de fatores de transcrição e modificações epigenéticas. Estudos recentes 

identificaram novos subtipos de células T CD4+ baseado na clássica identificação antagônica T-helper 

1 (Th1) e T-helper 2 (Th2) descrita por Mosmann e Coffman (1989). Estes novos subtipos incluem: 

Th17, follicular helper T cell (Tfh), T-regulador induzido (iTreg), e T regulador tipo 1 (Tr1), assim como 

T-helper 9 (Th9). Estes diferentes subtipos celulares são caracterizados pelo perfil de citocinas 

produzidas e distintas funções efetoras. 

Linfócitos T CD4+ são um componente chave da memória imunológica. Na sua ausência, a 

geração de Bmem ou ASC de alta afinidade (FRANCUS; FRANCUS; SISKIND, 1991; GERSHON; PAUL, 

1971) ou a manutenção e a expansão secundária de linfócitos T CD8+ de memória são prejudicados. 

A perda selectiva de ASC na medula óssea em animais deficientes nas moléculas CD80/CD86 sugere o 

papel essencial da sinalização via CD28 em células estromais dentro do nicho de sobrevivência na 

medula (SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005). Ainda a perda da expressão de CD28 nas ASC pode 

acarretar um prejuizo na sua capacidade de sobrevivencia e consequentemente na produção 

duradoura de anticorpos (DELOGU et al., 2006). 

O peixe Thalassophryne nattereri, conhecido popularmente como niquim, destaca-se entre 

os animais peçonhentos de importância médica no Brasil pelo número de acidentes em banhistas e 

pescadores, principalmente nas regiões norte e nordeste. Possui um aparelho inoculador de veneno 

completo com quatro espinhos canaliculados e pontiagudos que possuem comunicação com as 

glândulas de veneno. Os acidentes acometem principalmente banhistas e pescadores e ocorrem 

quando o peixe é pisado ou tocado, afetando principalmente mãos e pés, o que permite o 

rompimento do tegumento da glândula e a liberação do veneno pelo canal. Os sintomas decorrentes 

do envenenamento (dor, eritema e edema) e as sequelas deixadas pelo acidente (em alguns casos o 

quadro clínico avança para uma necrose de difícil cicatrização) são agravados pela inexistência de um 

tratamento que reverta tais efeitos patológicos (ALMEIDA; ROCHA, 1989; AUTO, 1992; FONSECA; 

LOPES-FERREIRA, 2000; FACÓ et al., 2005; HADDAD JR. et al., 2003). 

O veneno de T. nattereri e suas toxinas vêm sendo amplamente estudados quanto a 

diferentes aspectos como: os efeitos tóxicos causados nas vítimas humanas (FONSECA; LOPES-

FERREIRA, 2000) e em modelos experimentais (FACÓ et al., 2003; LOPES-FERREIRA et al., 1998, 

LOPES-FERREIRA et al., 2001; LOPES-FERREIRA et al., 2002), os aspectos bioquímicos e 

farmacológicos (LOPES-FERREIRA et al., 2004; MAGALHÃES et al., 2005; MAGALHÃES et al.,2006), e a 

capacidade de indução de anticorpos neutralizantes para os principais efeitos tóxicos em 

camundongos (LIMA et al., 2003; LOPES-FERREIRA et al., 2000; PIRAN-SOARES et al., 2007). 

Os trabalhos realizados por nosso grupo na busca por uma terapia eficiente para o 

envenenamento causado pelo peixe peçonhento T. nattereri demonstraram a importância de 
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anticorpos específicos produzidos em altos e constantes níveis em coelhos ou equinos na 

neutralização das atividades tóxicas (LOPES-FERREIRA et al., 2000; PIRAN-SOARES et al., 2003) e 

comprovaram experimentalmente que animais com altos títulos plasmáticos de anticorpos 

específicos apresentam menores respostas de nocicepção, edema ou necrose quando submetidos a 

um segundo contato com o veneno. Além da verificação da persistência de anticorpos IgG anti-

veneno em camundongos, Piran-Soares e colaboradores (2007) demonstraram que pacientes 

acidentados pelo peixe apresentam altos níveis de IgG anti-veneno por até seis meses após o 

acidente. 

Os estudos dos mecanismos de ação do veneno ou de suas toxinas no sistema imune tiveram 

inicio em 2006 e identificaram em camundongos que o veneno induz uma resposta mista, com 

diferenciação de clones de linfócitos Th1 e Th2 identificados pela produção de IL-5 e IFN- por células 

esplênicas, além da produção de anticorpos IgE total e veneno-específico IgG1 e IgG2a. Ainda, 

observamos que os linfócitos B destes animais apresentavam baixos níveis da molécula CD45R/B220 

(GRUND et al., 2006). 

A presença de resposta T dirigida com altos níveis de anticorpos IgG específicos confirmaram 

que células B com funções efetoras e/ou de memória foram geradas e ainda, a produção de células B 

negativas para a molécula B220 sugeriu a diferenciação ASC que pode representar uma fonte 

importante de anticorpos protetores e garantir a imunidade de longo prazo. 

Estudos adicionais para o melhor entendimento do compartimento de memória gerada pelo 

veneno (GRUND et al., 2012) confirmaram que o veneno de T. nattereri é capaz de desencadear uma 

resposta humoral crônica. Até 74 dias da imunização observamos uma aumentada produção de 

anticorpos específicos IgG2a que diminuem após 120 dias. Ao contrário, os níveis de IgG1 e de IgE 

específicos aumentam drasticamente após 120 dias, comparados aos níveis observados entre 21–74 

dias. Estes resultados indicam que a persistente interação das proteínas do veneno com as células do 

centro germinativo do baço promovem uma mudança de direção da resposta de Th1 para Th2. Neste 

estudo também confirmamos uma relação hierárquica de desenvolvimento das ASC, uma vez que o 

veneno induziu dependente do tempo e do compartimento (peritônio, baço ou medula óssea) 

células com diferentes expressões de B220 e principalmente no peritônio inflamado a diferenciação 

e a manutenção de células ASC terminalmente diferenciadas (B220neg). Observamos que a resposta 

humoral crônica foi acompanhada por um intenso processo inflamatório no peritônio, caracterizado 

por mastócitos, eosinófilos e principalmente por neutrófilos. 

Ainda neste trabalho foi demonstrado pela primeira vez o importante papel de IL-17A 

juntamente com IL-5 na diferenciação e na manutenção de ASC com fenótipo B220neg, uma vez que o 

tratamento dos animais com anticorpos neutralizadores anti-IL-17A ou anti-IL-5 antes da imunização 

e da dose reforço com o veneno de T. nattereri impediu completamente a diferenciação e 
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manutenção de ASC B220neg no local inflamado assim como a produção de IgE, induzindo a 

diferenciação de ASC com altos níveis da molécula B220 e a síntese preferencial de IgG2a. 

Ainda neste trabalho observamos que a fase de memória da resposta humoral induzida pelo 

veneno é composta por linfócitos T de memória efetores (TeM) CD4+CD44highCD40LposLy6Cpos no 

peritônio produtores de IL-4, IL-5, IL-17A e por linfócitos T de memória central (TcM) CD4+CD44high 

CD40LnegLy6Cpos no baço e na medula óssea produtores de IL-5 e IL-23. Em conjunto, observamos que 

a resposta humoral crônica induzida pelo veneno apresenta uma modulação complexa e é marcada 

por diferentes subtipos de linfócitos T produtores de citocinas típicas o que gera um microambiente 

rico em coestimulação e mediadores como citocinas. 
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6 CONCLUSÃO 

Este trabalho contribuiu para a expansão do entendimento dos fatores envolvidos na 

diferenciação e principalmente na manutenção da sobrevida das células produtoras de anticorpos de 

longa vida (ASC). Utilizando experimentos in vivo e in vitro com animais BALB/c ou C57BL/6 com 

resposta imune crônica ao veneno de T. nattereri demonstramos que as ASC requerem mediante a 

sua localização (tecido inflamado, baço ou medula) ou a expressão da molécula B220 diferentes tipos 

de sinais cognatos (de células inatas, de linfócitos T de memória e da sinalização CD4 ou CD28) ou 

solúveis (IL-17A e IL-23) para a sua diferenciação terminal, sobrevivência e amplificação da produção 

de anticorpos específicos de memória. 
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