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RESUMO

GRUND, L. Z. PAPEL DAS CITOCINAS 1IL-5 E 1IL-17A NA
DIFERENCIACAO DE CELULAS PRODUTORAS DE ANTICORPOS DE
VIDA LONGA (ASC) INDUZIDA PELO VENENO DO PEIXE
Thalassophryne nattereri. 2009. 115 f. Dissertacao (Mestrado em Imunologia) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2009.

Recentemente demonstramos que o veneno do peixe T. nattereri é capaz de
induzir uma resposta imune de memdoria com alta produgao de IL-5, altos niveis
de anticorpos IgG antigeno-especificos por até seis meses apds imunizagao e
ainda a diferenciacdo de células B220"¢, indicativo de células produtoras de
anticorpos de vida longa (antibody-secreting cells — ASC). Desta forma, nos
propusemos a avaliar o efeito in vivo do veneno na indugao da diferenciagao de
células Bla e ASC em diferentes compartimentos (peritonio, bago e medula
Ossea), os fatores envolvidos na manutengao da resposta de memoria e o papel
das citocinas IL-5 e IL-17A na diferenciacao e manutencao das ASC. BALB/c
foram imunizados intraperitonealmente nos dias 0 e 14 com o veneno e foram
sangrados e mortos nos dias 21, 28, 48, 74 e 120 para obtencao do plasma, do
lavado da cavidade peritonial, do baco e da medula 6ssea femoral. Os niveis
plasmaticos de anticorpos e das citocinas no sobrenadante das células foram
determinados por ELISA e os subtipos de células B avaliados por citometria de
fluxo. Os resultados mostram que o veneno promoveu esplenomegalia
acompanhada de intensa proliferagio celular e formagao de centros
germinativos por até 120 dias apos a imunizagao e induziu alta e constante
produgao de anticorpos especificos IgG1, IgG2a e IgE. Além disso, observamos
a expansao de células Bla no peritonio e no bago dos animais imunizados, bem
como a diferenciacao de 5 populagoes de ASC CD138r> que variaram quando a
expressao das moléculas B220 e CD43 (B220hish CD43hish, B220'w CD43'w, B220nes
CD43lw, B220%w CD43Msh, and B220ms CD43hish). A produgao de citocinas e



quimiocinas inflamatorias (KC, TNF-q, IL-1f3, IL-6) bem como a alta e constante
produgao de IL-5 e IL-17A pelas células dos trés compartimentos, além da
retencdo do veneno pelas células dendriticas foliculares do bago parecem
fornecer os estimulos necessarios para formacao e manutencao das ASC
induzidas pelo veneno. Finalmente avaliamos o papel destas citocinas na
resposta de memoria formada para o veneno, tratamos os animais com
anticorpos anti-IL-5 e anti-IL-17A, antes da imunizagao e da dose reforgo. A
auséncia de ambas as citocinas no momento da estimulagao antigénica induziu
uma diminui¢ao no numero total de esplendcitos, mas nao conseguiu reverter a
esplenomegalia nem a formacao de centros germinativos induzidas pelo
veneno. No entanto, a regulagao na expressao da molécula B220 pelas citocinas
se mostrou evidente, uma vez que a populacao de ASC B220¢ formada a partir
da imuniza¢do com veneno desapareceu completamente apos o tratamento.
Nossos dados sugerem um papel importante para IL-5 e IL-17A na geragao e
sobrevivencia de ASC B220"# e na proliferacio de células Bla no bago,
contribuindo para a manutengao da resposta de memoria protetora de longa

duragao. Apoio: FAPESP.
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ABSTRACT

GRUND, L. Z. THE ROLE OF IL-5 AND IL-17A IN THE DIFFERENTIATION
OF LONG-LIVED ANTIBODY SECRETING CELLS (ASC) INDUCED BY
Thalassophryne nattereri FISH VENOM. 2009. 115 f. Master thesis
(Immunology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2009.

We demonstrated recently that T. nattereri fish venom is able to induce a
memory immune response with a production of high levels of IL-5 and venom-
specific IgG for six months after immunization and the differentiation of B cells
B220ms, an indicative of long-lived antibody-secreting cells - ASC. Thus we
proposed here to assess the in vivo effect of the venom on memory response
analyzing the Bla cells and ASC differentiating in different compartments
(peritoneum, spleen and bone marrow). The factors involved in the
maintenance of memory response and the role of cytokine IL-5 and IL-17A in
the differentiation and maintenance of ASC were also evaluated. Balb/c mice
immunized twice (days 0 and 14) with 10 pg of venom adsorbed in alum were
bled and killed at days 21, 28, 48, 74 and 120 to detection of antibodies by Elisa
and PCA and of B cell subtypes by flow cytometry. The results showed that
venom promoted splenomegaly accompanied by intense cell proliferation and
germinal centers formation for 120 days after immunization and induced high
and persistent production of venom-specific IgG1, IgG2a and IgE. Furthermore,
we observed an expansion of Bla cells in the peritoneum cavity and spleen.
Based on the expression of CD43 and B220 in CD138rs ASC, we reveal five
subtypes of memory B cells (B220hie" CD43hish, B220'w CD43low, B220"es CD43'°v,
B220%w CD43Msh, and B220ms CD43Mish) in all compartments. The production of
inflammatory cytokines and chemokines (KC, TNF-a, IL-1f, IL-6), the secretion
of high levels of IL-5 and IL-17A by cells of the all compartments, as well as the

large amounts of venom retained in the surface of follicular dendritic cells



(FDCs) in spleen seem to provide a special microenvironment to maintenance of
ASC. Finally, to address the role of cytokines IL-5 and IL-17A in persistent
memory response induced by T. nattereri venom, we treated mice with anti-IL-5
and anti-IL-17A before the immunization and rechallenge. The treatment with
both neutralizing antibodies was not able to reverse the splenomegaly and
germinal centers formation induced by venom, but regulation of B220
expression on ASC was evident: both antibodies reduced the number of ASC
B220rs induced by venom. Our data suggest an important role for IL-5 and IL-
17A on the development and maintenance of B220"¢ ASC and Bla population,
contributing to maintenance of long-term protective immunity by the venom.

Support: FAPESP.

Keywords: Thalassophryne nattereri; long-lived antibody secreting cells (ASC);
Bla cells, immunological memory, high-affinity antibodies, inflammatory
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1INTRODUCAO

O Brasil possui uma extensa linha costeira de aproximadamente 7.400 km e uma
ampla variagdo em sua fauna, contendo animais de dguas temperadas e tropicais. Essa
diversidade propicia a existéncia de grande ndmero de animais potencialmente
perigosos que podem favorecer a ocorréncia de acidentes em humanos.

A produgao de toxinas por animais aquaticos € uma estratégia importante que
garante sua sobrevivéncia em um ecossistema altamente competitivo. Assim, para
defender-se ou defender seu territdrio, estes animais produzem um nuimero enorme de
metabdlitos, cujas combinagdes resultam em uma grande variedade de estruturas
quimicas e moléculas complexas como peptideos e proteinas com propriedades quimicas
e farmacoldgicas diferentes das apresentadas pelos venenos de animais terrestres
(RUSSELL et al., 1971). Trabalhos realizados com toxinas oriundas de animais aquaticos
vém demonstrando que elas representam uma vasta fonte de substancias com distintas
atividades farmacologicas (OLIVEIRA et al., 1990; NUIJEN et al., 1999; RINEHART et al.,
2000; CVETKOVIC et al., 2002; VAN-KESTEREN et al., 2002).

Os peixes de importancia toxinologica podem ser agrupados em venenosos ou
peconhentos. Os peixes venenosos obtém suas toxinas incorporando veneno de plantas,
algas ou outros organismos através da cadeia trofica ou possuem vias metabdlicas para a
producao de seus venenos. Alguns exemplos sao o baiacu, a garoupa, barracuda e
bicuda. Ja os peixes peconhentos apresentam glandulas especializadas na secre¢ao de
substancias toxicas e um aparato especializado na inoculacao do veneno. Embora no
Brasil nao haja relatos de acidentes fatais com peixes pegonhentos, estes podem ser
responsaveis por acidentes graves que levam a diversos graus de morbidade.

Praticamente todas as familias e géneros de peixes peconhentos tém
representantes nos mares e rios do Brasil (HADDAD JR et al., 2000), entretanto os que
mais causam acidentes sao as arraias (HADDAD ]R., 2004), os bagres (HADDAD ]JR.,
2000), os peixes-escorpiao (FIGUEIREDO e MENEZES, 1978, HADDAD JR. et al., 2003) e



o niquim (AUTO, 1992; ALMEIDA e ROCHA, 1989; FONSECA e LOPES-FERREIRA,
2000; HADDAD JR et al., 2003; FACO et al., 2005).

Os niquins pertencem a familia Batrachoididae e sao agrupados em 15 espécies, das
quais somente quatro sao encontradas no Brasil: Thalassophryne nattereri, Thalassophryne
punctata, Thalassophryne reticulata e Thalassophryne amazonica. Os tunicos relatos de
acidentes referem a espécie T. nattereri encontrada nas regioes norte e nordeste do pais.

O T. nattereri possui um aparelho inoculador de veneno completo presente nos
quatro espinhos localizados nas regides dorsal e lateral. Os espinhos sao canaliculados e
pontiagudos e possuem comunicacdo com as glandulas de veneno. Os acidentes
acometem principalmente banhistas e pescadores e ocorrem quando o peixe é pisado ou
tocado, acometendo principalmente maos e pés, o que permite o rompimento do
tegumento da glandula e a liberagao do veneno pelo canal. Os sintomas decorrentes do
envenenamento (dor, eritema e edema) e as seqiielas deixadas pelo acidente (em alguns
casos o quadro clinico avanga para uma necrose de dificil cicatrizagdo) sao agravados
pela inexisténcia de um tratamento que reverta tais efeitos patoldgicos (ALMEIDA e
ROCHA, 1989; AUTO, 1992; FONSECA e LOPES-FERREIRA, 2000; HADDAD JR. et al.,
2003).

Vale ressaltar, que o uso de analgésicos, antiinflamatdrios ou de antibidticos nao é
capaz de reverter o quadro decorrente do envenenamento que evolui independente da
utilizagdo dos medicamentos. Acidentes provocados pelo T. nattereri vém sendo
notificados em Salvador (ALMEIDA e ROCHA, 1989), Alagoas (AUTO, 1992; FONSECA
e LOPES-FERREIRA, 2000), Fortaleza (MONTEIRO et al., 2003), Natal e Para (HADDAD
JR et al., 2003).

Trabalhos realizados com o veneno de T. nattereri em murinos reproduzem o
envenenamento visto em humanos e demonstram sua ac¢ao local: dor, edema e necrose,
independente da presenca das atividades hemorragica ou fosfolipasica A2 (LOPES-
FERREIRA et al., 1998; FONSECA e LOPES-FERREIRA, 2000). Na micro-circulacao de
cremaster de camundongos foi demonstrada intensa coagulagao intravascular com

parada do fluxo sangiiineo nas vénulas pds-capilares e em capilares e pontos de



estrangulamento periddico e reversivel em toda a extensao das arteriolas e também
vasoconstricao (LOPES-FERREIRA et al., 2002).

A anadlise histoldgica da lesdao provocada pelo veneno também mostrou presenca
de edema, mionecrose, hiperemia e/ou congestao nas veias e vénulas, presenca de
trombos, além de pouco infiltrado celular inflamatodrio, achados que podem justificar o
comprometimento da regeneracao tecidual por até 28 dias da injecao do veneno (LOPES-
FERREIRA et al., 2001). A injecao do veneno no coxim plantar de camundongos induz
liberagao de importantes citocinas, como TNF-a, IL-13 e IL-6, e pobre resposta
inflamatoria celular. O veneno também afeta a viabilidade de células mononucleares
(J774A1) em cultura (LIMA et al., 2003). Além disso, verificou-se experimentalmente que
o veneno € capaz de alterar a fisiologia renal interferindo principalmente nos parametros
vasculares (FACO et al., 2003).

Lopes-Ferreira e colaboradores (2004) demonstraram que somente inibidores de
calicreina tecidual e plasmatica reduzem a nocicepgao e o edema induzidos pelo veneno.
A participagao do sistema calicreina-cininogénio-cinina foi confirmada uma vez que o
veneno promove a clivagem de substratos sintéticos derivados do cininogénio humano
liberando calidina (Lys-BK), apresentando, portanto uma atividade cininogendsica
semelhante a calicreina tecidual. Ao contrdrio, as atividades tdxicas induzidas pelo
veneno nao sao reduzidas por antiinflamatorios comumente utilizados na clinica médica,
como dexametasona e indometacina, nem pelo inibidor da enzima 6xido nitrico sintase
(L-NAME), bem como pelo antagonista de serotonina (ciproheptadina) (LOPES-
FERREIRA et al., 1998).

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 eqiiinos na neutralizacao das atividades tdoxicas
(LOPES-FERREIRA et al., 2000; PIRAN-SOARES et al., 2003). Além disso, comprovamos
experimentalmente que animais com altos titulos plasmaticos de anticorpos especificos
apresentam menores respostas de nocicep¢ao, edema ou necrose quando submetidos a
um segundo contato com o veneno (PIRAN-SOARES et al., 2007). Além da verificagao 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 apos o acidente.

Assim, estes dados mostram que a diferenciagao de células B de memoria e
células plasmaéticas de longa duracao (antibody-secreting cells — ASC) no envenenamento
pelo T. nattereri pode representar uma fonte importante de anticorpos protetores e
garante a imunidade de longo prazo.

Em 2006 realizamos 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 produgao de
anticorpos especificos (GRUND et al, 2006). Neste trabalho demonstramos uma
associagao entre as citocinas secretadas pelas distintas populagdes de linfécitos T e a
producao das subclasses de anticorpos gerados, sendo a grande produgao 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 de induz uma resposta
imune mista, com diferencia¢ao de clones de linfécitos dos tipos Thl e Th2. E ainda, de
maneira interessante, seis meses apds a imunizagdo os animais foram desafiados
novamente com o veneno e produziram altos niveis de anticorpos IgG antigeno-
especifico de memoria. Investigamos também os diferentes padrdes de expressao de
moléculas nas células esplénicas dos animais imunizados e com resposta persistente e
encontramos um aumento de linfocitos T CD4* e linfocitos B com baixa expressao da
molécula CD45R/B220. A presenca de resposta T dirigida com altos niveis de anticorpos
IgG especificos confirmam que células B com fungoes efetoras e/ou de memoria foram
geradas.

Concluimos, portanto que a resposta imune gerada para o veneno pode induzir
resposta imune de memoria e a diferenciagdo de células B produtoras de anticorpos
negativas para a molécula B220, sugerindo a diferenciacao em células produtoras de
anticorpos de vida longa. Esta drea tornou-se, portanto o nosso objeto de estudo
proposto neste trabalho.

Quando a célula B virgem encontra o antigeno nos drgaos linféides secundarios

com um ambiente apropriado que inclui citocinas, células T auxiliares e células



dendriticas foliculares elas se tornam ativas e proliferam. Algumas dessas células B
ativadas pelo antigeno se desenvolvem fora do foliculo linféide para se tornarem
plasmdcitos de vida curta. Outro grupo se diferencia no proprio centro-germinativo e
desenvolve-se em células B de memoria e/ou em ASC (SLIFKA et al., 1998; MANZ et al.,
2002; SHAPIRO-SHELEEF et al., 2005). A formacao do centro germinativo favorece um
ambiente dinamico e especializado que coordena a maturagao de afinidade da célula B
antigeno-especifica através de ciclos de hipermutagao somatica e selegao direcionada
pelo antigeno, culminando na geragao de células de memoria de alta afinidade (JACOB
et al.,, 1991; BEREK et al., 1991; HEYZER-WILLIAMS et al., 1993).

Sabe-se que as células B de memoria expressam tipicamente IgM, IgG ou IgA de
membrana e carregam mutagOes somaticas dentro da regiao varidvel da por¢ao CDR
(RAJEWSKY, 1996; KLEIN et al., 1998; TANGYE et al., 1998). Estas células podem
expressar varios marcadores de superficie como CD19, CD20, CD27 e B220 e embora
demonstrem preferéncia para se localizarem nos sitios de sua formacado elas também
recirculam (BAINE e THORBECKE, 1982) e montam respostas vigorosas para o antigeno
original apds uma segunda exposicao.

Ja a rara populagao de células ASC (freqiiéncia de 1% das células da medula dssea
em individuos saudaveis) (HOOIJKAAS et al., 1983; TERSTAPPEN et al., 1990) mantém
altos titulos de anticorpos de alta afinidade na circulagdo por longos periodos de tempo,
ocupando nichos limitados na medula dssea (MANZ et al., 1998) no bago (SMITH et al.,
1997) e em locais inflamados (SLIFKA et al., 1995; SMITH et al., 1996, MANZ et al., 1997).
Essas células expressam varias moléculas de adesao como VLA-4, VLA-5, CD9, CD44,
CD43 e CD138 (sindecan-1) (ARCE et al., 2004; RIDLEY et al., 1993; MEDINA et al., 2002)
e possuem capacidade migratéria heterogénea em resposta a quimiocinas e podem, por
exemplo, migrar para a medula dssea em resposta a quimiocina CXCL12 (CXC ligand 12,
ou stromal cell-derived factor 1 ou SDF-1) (HAUSER et al., 2002; WEHRLI et al., 2001).
Trabalhos recentes sugerem que a longevidade das ASC nao é somente uma capacidade
intrinseca das células, mas também uma resposta a fatores do micro-ambiente como as

citocinas IL-6, TNFa e IL-5 (SZE et al., 2000; CASSESE et al., 2003).



As ASC, embora sejam parte do compartimento B de memodria diferem
fenotipicamente das células B de memoria convencionais por ndo apresentarem
marcadores de superficie como CD19, MHC de classe II, CD20 ou CD45R/B220 (SMITH
et al., 1996, MANZ et al,, 1998) e expressarem moléculas como CD138 (sindecan-1),
CD62L, CD43, CD38 e recentemente descrito a molécula CD93 (HEYZER-WILLIAMS et
al,, 2001; KALLIES et al., 2004; CHEVRIER et al., 2009).

As células B do compartimento de memdoria também podem ser formadas a partir
de um subtipo nao 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 auto-reabastecimento e repertdrio de
anticorpos (KANTOR, 1991) e por serem células com caracteristicas de defesa inata
(KANTOR, 1993; TAKATSU et al., 1994) e de vida longa (ROTHSTEIN et al., 2002).

As células Bl sao conhecidas por serem uma fonte primaria 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 (MARTIN et al., 2001; BENEDICT et al., 1999; BOES et al., 1998;
HAAS et al., 2005, BAUMGARTH et al., 2000) e sao fontes de anticorpos de reacoes
cruzadas com uma variedade de antigenos proprios (KOCKS e RAJEWSKY,1989;
CASALI e NOTKINS,1989) tornando-se células produtoras de imunoglobulinas de todos
os isotipos (KANTOR, 1993) principalmente em resposta a estimulagao antigénica, por
lipopolissacarideo ou citocinas. Além disso, seus progenitores sao abundantes no feto e
no figado, mas nao na medula 6ssea de animais adultos (HAYAKAWA et al., 1985).
Possui capacidade de auto-abastecimento principalmente nas cavidades peritoneal e
pleural, sendo virtualmente ausentes no linfonodo e no sangue periférico onde é mais
convencional a presenga de células B2.

Células B1 expressam constitutivamente trés tipos de marcadores de superficie
Mac-1 (CD11b/CD18), FceR (CD23) e a cadeia alfa do receptor de IL-5 (IL-5Ra) e
apresentam super expressos os genes BLIMP-1 e XBP-1 (TUMANG et al., 2005) o que
explica sua capacidade de longa vida e produgao de IgM natural e continua. Hasting e

colaboradores definiram as células B1 como células que expressam B220'ow [gMPigh JgDlow



CD23reg/ow, Essas células podem ainda ser subdivididas nas populagoes Bla e Blb,
diferenciando-se pela expressao de CD5 nas células Bla (HARDY e HAYAKAWA, 1994).

A populacao Blb representa apenas uma pequena porgao destas células, ainda
pouco conhecidas. Nao esta claro se esses dois subtipos sao 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 exposigao a
auto-antigenos (HIPPEN et al., 2000).

Quando as células Bla sao ativadas na cavidade peritoneal ou pleural induzem a
ativagao e producao de citocinas pelos linfocitos T de forma muito mais eficiente do que
as células B convencionais (ZHONG et al., 2007). Ha e colaboradores (2006)
demonstraram que a sinalizagdo por receptores do tipo Toll (TLRs) nas células B1 induz
uma rapida, especifica e transiente regulacao da expressao de integrinas e da molécula
CD9, permitindo o deslocamento da matriz local e alta velocidade de movimento das
células em resposta a quimiocinas. Essas células podem, portanto migrar para os 6rgaos
linféides secunddrios tornando-se células produtoras de anticorpos de vida longa
(BIKAH et al., 1996). Além da produgdo de citocinas, aumento da capacidade de
apresentacao de antigenos, e diferenciacdo em ASC, a expansao das células Bla também
tem sido bastante associada a autoimunidade (HAYAKAWA et al., 1984, 1990, HARDY e
HAYAKAWA, 1994; HARDY, 2006)

Diante do exposto, entendemos ser necessaria uma avaliagao do efeito do veneno
de Thalassophryne nattereri na diferenciacao de linfocitos B. Primeiramente focamos nossa
investigacao na avaliacdo do desencadeamento da resposta imune de anticorpos de
memoria para em seguida avaliarmos a diferenciagao de linfécitos B através da analise
da expressdao de moléculas de superficie especificas para distintas subpopula¢does em
diferentes compartimentos. Esperamos com isso obter resultados que possam auxiliar no
esclarecimento da maturagao de células produtoras de anticorpos e sua sobrevivéncia,
como também para o entendimento dos mecanismos de agao do veneno de T. nattereri o
que conseqiientemente podera possibilitar o desenvolvimento de tratamentos mais

especificos e adequados.



6 CONCLUSAO

Finalmente, nossos dados permitem um maior esclarecimento da resposta
humoral de memdria induzida no envenenamento pelo peixe T. nattereri e da complexa
organizagao do compartimento de células B de memoria, principalmente do subtipo de
longa sobrevida (ASC) com distintos fenotipos e muito provavelmente com sub-
especialidades funcionais. Ademais, este trabalho também suporta a idéia de que IL-5 e
IL-17A participam na geragao e na sobrevivéncia de ASC com fendtipo B220high/low/neg @ na

manutengao esplénica de células Bla.
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