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RESUMO

SILVA, T, A. Avaliagdo do efeito da crotoxina isolada do veneno de
Crotalus durissus terrificus sobre a ativacdo de linfocitos B e resposta
imune humoral. 2020. 111 f. Dissertacdo (Mestrado em Imunologia) Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo 2020.

Moléculas de origem animal com atividade imunomoduladora tém sido alvo de
inimeros estudos devido seu potencial terapéutico. O envenenamento pela
cascavel Crotalus durissus terrificus apresenta como caracteristicas a baixa
resposta inflamatoria local, porém acdes sistémicas. Somado a isso, este
veneno induz baixa producdo de anticorpos contra seus componentes, assim
como contra um antigeno heterdlogo. A crotoxina (CTX) é o componente
majoritario deste veneno e, dentre suas atividades bioldgicas estd a acédo
imunomoduladora. Nos temos estudado o efeito modulador da CTX sobre a
imunidade adaptativa. Com relacdo a imunidade humoral, em estudo anterior
foi verificado que a administragdo da CTX antes ou ap0s a imunizacdo de
camundongos com a albumina humana (SAH) na presenca de adjuvantes
distintos resulta na inibigcdo da producgao de anticorpos anti-SAH. Considerando
gue os linfécitos B sdo responsaveis pela producdo dos anticorpos antigeno-
especificos e pela memodria imunoldgica humoral, neste projeto estudamos o
efeito da CTX sobre a produgéo de anticorpos anti-ovalbumina (OVA) e sobre
os linfocitos B in vivo, assim como a ativagdo dessa populacdo celular in vitro.
Para isso, avaliamos a producdo de anticorpos anti-OVA em diferentes
periodos apds a imunizacdo dos camundongos com OVA adsorvida em Alum e
gue receberam ou ndo a CTX e ainda, as popula¢des de linfécitos B presentes
nos linfonodos drenantes do sitio de imunizacdo desses animais. Além disso,
estudamos o efeito direto da CTX sobre a ativagéo e proliferacéo das células B
incubadas com estimulos mitogénicos in vitro. Os resultados permitiram
verificar que a administracdo da CTX resultou em menor producédo de
anticorpos IgM, 1gG1l e IgG2a anti-OVA em relagdo ao obtido nos animais
apenas imunizados com a OVA, além disso verificamos menor porcentagem
das populacfes de células B. Os resultados obtidos sugerem também que a
CTX inibe a populagido de células CD4"CXCR5" nos animais imunizados com

OVA. Por outro lado, verificamos que a producdo de anticorpos anti-OVA em



animais imunizados 90 dias antes e que receberam ou ndo a CTX foi
semelhante. Em experimentos in vitro, verificamos que a CTX n&o induz morte
dos linfécitos B, no entanto, foi capaz de inibir a proliferagdo de células B
incubadas com LPS na presenca ou ndo de anti-CD40 ou ainda, incubadas
com anticorpos anti-lgM e anti-CD40. Observamos também que a CTX inibiu a
expressao das moléculas CD80 e CD86 nos linfécitos B incubados com LPS e
anti-CD40. Além disso, verificamos que a CTX potencializou a expressao de IL-
10 em células CD19" incubadas com LPS in vitro. Portanto, o conjunto de
resultados obtidos demonstra que a CTX é capaz de atuar diretamente sobre
os linfocitos B interferindo na sua ativacdo, proliferacdo e producdo de

anticorpos frente a um estimulo heter6logo como a OVA ou mitogénico.

Palavras-chave: Crotalus durissus terrificus, crotoxina, producdo de
anticorpos, Linfdcitos B, Imunomodulacéo.



ABSTRACT

SILVA, T, A. Effect of crotoxin isolated from Crotalus durissus terrificus
venom on B lymphocytes activation and humoral response. 2020. 111 p.
Master thesis (Immunology) Institute of Biomedical Sciences, University of Sao
Paulo, Sao Paulo, 2020.

Molecules of animal origin that present immunomodulatory activity have been
the focus of several scientific studies due to their therapeutic potential. The
envenoming by the Crotalus durissus terrificus (C.d.terrificus) rattlesnake is
characterized by low local inflammatory reaction in addition to the systemic
effects. In addition, it was shown that, distinct from others snake venoms, the
C.d.terrificus venom induces low antibodies production against its components,
as well as against an unrelated antigen. The crotoxin (CTX) is the main
component of this venom and, among its biological activities, it is included the
immunomodulatory action. We have been studied the modulatory effect of CTX
on adaptive immunity. Concerning about the humoral immunity, we previously
showed that the CTX administration before or after the mice immunization with
human serum albumin (HSA) in the presence of distinct adjuvants results in
inhibition of anti-HSA antibody production. Considering that the B lymphocytes
are responsible by antigen-specific antibody production and also humoral
immunological memory, in this project we studied the effect of CTX on the
antibody production induced by ovalbumin (OVA) as well as on B lymphocytes
activation in vivo and in vitro. For this, we evaluated the production of anti-OVA
antibodies in different periods after the immunization of mice with OVA
adsorbed in Alum and that received or not the CTX as well as the B cell
populations present in the draining lymph nodes of the immunization site of
these mice. Furthermore, we studied the direct effect of CTX on B cells
activation and proliferation induced by mitogenic stimulus in vitro. The results
showed that the administration of CTX resulted in lower production of IgM, IgG1
and 1gG2a anti-OVA antibodies compared to those obtained in mice only
immunized with OVA accompanied by lower percentage of all B cell populations
evaluated. The data also suggest that CTX inhibits the CD4'CXCR5" cell
population in mice immunized with OVA. On the other hand, similar amounts of
anti-OVA antibody production in mice immunized 90 days before and that
received or not CTX. In in vitro experiments, we observed that CTX does not
induce death of B lymphocytes, as well as the proliferation of these cells. In
addition, we found that CTX was able to inhibit the proliferation of B cells
incubated with LPS in the presence of anti-CD40 mAb or incubated with anti-
IgM and anti-CD40 mAbs. We also observed that the CTX inhibited the
expression of CD80 and CD86 molecules in B lymphocytes incubated with LPS
and anti-CD40. In addition, we found that CTX potentiated IL-10 expression in
CD19" cells incubated with LPS in vitro. Therefore, our results demonstrate that



the CTX is able to act directly on B lymphocytes interfering in their activation,
proliferation and production of antibodies induced by a heterologous antigen
and also mitogenic stimulation.

Key-words: Crotalus durissus terrificus, crotoxin, antibody production, B
lymphocytes, Immunomodulation.



1. INTRODUCAO

Existem em torno de 3.000 espécies de serpentes e cerca de 410 séo
consideradas peconhentas. Envenenamentos por serpentes representam
importante problema de saude publica nos paises tropicais, devido a sua
alta incidéncia, gravidade e sequelas (RIBEIRO et al., 1998; PINHO et al.,
2000).

No Brasil estdo catalogadas 256 espécies de serpentes, das quais 69
sdo peconhentas (FEITOSA et al.,, 1997; PINHO et al., 2000). Dentre as
familias de serpentes encontradas no territorio brasileiro, a Viperidae se
destaca por representar o grupo com maior relevancia para a saude publica,
visto que € responsavel pela grande maioria dos acidentes ofidicos e
gravidade relatada (CARDOSO et al., 2003).

De acordo com dados do Sinan, no ano de 2019, cerca de 85,2 % dos
acidentes ofidicos relatados foram causados por serpentes do género
Bothrops e 10,7 % pelo género Crotalus. Os acidentes por serpentes do
género Crotalus se destacam pelo significante indice de letalidade (cerca de
1,3 %) na auséncia de tratamento apropriado.

As serpentes do género Crotalus sdo predominantemente encontradas
em regides rochosas, aridas e de vegetacdo baixa (CARDOSO et al., 2003).
Estas serpentes séo identificadas pelo guizo ou chocalho encontrado na
extremidade caudal e sao representadas no Brasil por uma Unica espécie
Crotalus durissus, que pode ser subdividida em seis subespécies de acordo
com sua coloracdo e distribuicdo geografica (SANTORO et al.,, 1998;
PINHO et al., 2000; CARDOSO et al., 2003; MINISTERIO DA SAUDE,
2007). Dentre elas, podemos citar C.d.cascavella, C.d.collineatus e a
C.d.terrificus como sendo as mais prevalentes (SANTORO et al., 1998).

Das subespécies de Crotalus a mais estudada € C.d.terrificus, por
apresentar o veneno com maior toxicidade (MINISTERIO DA SAUDE,
2007).

O quadro clinico causado pelo envenenamento por serpentes
C.d.terrificus, apresenta acdo neurotéxica caracterizada pelo aparecimento
de facies miasténica, onde se observa ptose palpebral, flacides da
musculatura facial, paralisia dos nervos cranianos e diplopia (ROSENFELD,



1971). Em virtude da atividade neurotoxica, é também observada
insuficiéncia respiratéria (ROSENFELD, 1971; AMARAL, 1991). Além disso,
devido a acdes miotoxica e coagulante do veneno, observa-se o quadro de
rabdomiolise generalizada e incoagulabilidade sanguinea (AZEVEDO-
MARQUES et al., 1985, 1987, MAGALHAES et al., 1986; JORGE e
RIBEIRO, 1992; SANTORO et, al., 1999). Em casos moderados ou graves,
observam-se hipotensédo, faléncia renal aguda e desordens hemostaticas
(AZEVEDO-MARQUES et al., 1985, 1987 e 2003; SANO-MARTINS et al.,
2001; HERNANDEZ CRUZ et al., 2008).

Apesar destes efeitos sistémicos marcantes, 0 envenenamento por
C.d.terrificus ndo provoca reacOes locais graves, ou seja, sinais
inflamatoérios como edema e dor no local da picada (ROSENFELD, 1971,
SOUSA-E-SILVA et al., 1996).

1.1. Componentes do veneno de serpentes Crotalus durissus terrificus

O veneno da serpente C.d. terrificus € uma mistura complexa de diversas
toxinas (crotamina, crotoxina, giroxina, convulxina) enzimas (5-nucleotidase,
fosfodiesterase, trombina, Lamino-oxidase) e peptideos que sdo responsaveis
pela fisiopatologia observada no envenenamento (BERCOVICI et al., 1987,
SAMPAIO et al., 2010; CALVETE et al., 2010; FUSCO et al., 2015).

A convulxina é uma glicoproteina de 72 kDa que representa cerca de 5%
do veneno total (BERCOVICI et al.,, 1987), €& toxica quando injetada via
intravenosa e provoca efeitos como ativacao e agregacao plaquetaria (PRADO-
FRANSCESCHI; VITAL BRASIL, 1981; VARGAFTIG et at., 1983).

A crotamina € uma miotoxina polipeptidica com massa molecular de 4,8
kDa, que representa aproximadamente 17% do veneno total (LAURE et al.,
1975), atua na membrana das fibras musculares, onde altera sua
permeabilidade ao sédio produzindo espasmos musculares (MOURA-
GONCALVEZ; VIEIRA, 1950; AZEVEDO MARQUES et al., 1985).

Outro componente do veneno, a giroxina (BARRIO, 1961), € uma
glicoproteina com peso molecular de 35 kDa (ALEXANDER et al., 1988), esta
toxina é uma enzima trombina-simile e apresenta atividades amidasica,

esterdsica e fibrinogenolitica (BARRIO, 1961). Em camundongos provoca



sindrome convulsiva, caracterizada pelo movimento giratério ao longo do eixo
longitudinal da cauda, caracteristico de acao neurotoxica (ALEXANDER et al.,
1988).

A crotoxina (CTX) exerce acdo neurotdxica, apresentando efeito preé-
sinaptico onde inibi a liberacdo de acetilcolina resultando no bloqueio da
transmissdo neuromuscular (FAURE; BOM, 1988), o que ocasiona uma
paralisia dos musculos faciais, ptose palpebral, visdo turva e progressiva
paralisia respiratéria e muscular. Além disso, evidéncias sugerem que a CTX
também apresenta acdo nefrotoxica e cardiotoxica (SALVINI et al., 2001;
MELO et al., 2004; AMORA et al., 2006; HERNANDEZ et al., 2008).

1.1.1 Crotoxina

Os venenos de serpentes compreendem uma mistura de moléculas
biologicamente ativas, nos quais as fosfolipases (PLA;) sdo um de seus
componentes mais abundantes (GELBRIM et al., 2009).

Dentre as toxinas presentes no veneno de serpentes C. d. terrificus destaca-
se a CTX que representa a fracdo majoritaria, ou seja, cerca de 60% da
composicdo e, € responsavel pela toxicidade do veneno (SLOTTA;
FRAENKEL-CONRAT, 1938; VITAL BRAZIL et al., 1972; STOCKER, 1990).

Esta toxina, com massa molecular de aproximadamente 24 kDa é um
heterodimero formado por duas subunidades associadas de forma nao
covalente, sendo uma acida chamada Crotapotina (CA) desprovida de acédo
toxica e uma subunidade basica (CB) que apresenta atividade de PLA;
(SLOTTA; FRANKEL CONRAT, 1938; FRANKEL CONRAT et al., 1971,
AZEVEDO-MARQUES et al., 1985; SAMPAIO et al., 2010). Ambas as cadeias
CA e CB séo importantes para atividade da CTX, uma vez que a CA tem
funcdo de chaperona conduzindo CB para o alvo celular (BON et al., 1979;
FRAURE E BOM, 1988). No caso de terminacbes nervosas, sabe-se que a
CTX circula como um complexo, até reconhecer seu sitio especifico na
membrana alvo, e exerce seu efeito por meio da associacdo de CB ao seu
receptor, o que leva a dissociacdo do complexo, enquanto CA permanece em
solucédo (CHANG et al., 1981; RADVANYL et al., 1989).



A subunidade CA apresenta massa molecular de 8,9 kDa, formada por
trés cadeias polipeptidicas (a, B e y) unidas por pontes dissulfeto (AIRD et al.,
1986; PEREANEZ et al., 2012) geradas pela quebra proteolitica do precursor
de CA, deste precursor foram isoladas quatro isoformas classificadas como
CAl, CA2, CA3 e CA4. A subunidade CA, impede que CB se ligue em sitios
inespecificos, sugerindo que, quando a CTX atinge a membrana alvo, forma-se
um complexo ternario transitorio entre o receptor e as subunidades da CTX
(DOLEY, KINI, 2009).

A subunidade CB é uma enzima PLA; e apresenta en torno de 14 kDa,
constituida por uma cadeia polipeptidica simples de 122 aminoéacidos ligados
por sete pontes dissulfeto (AIRD et al., 1986). CB possui maior atividade
enzimatica que o complexo CTX, porém com menor toxicidade, uma vez que
sdo necessarias maiores doses de CB para bloquear a transmisséo
neuromuscular, se comparada a CTX ou veneno crotalico (CHOUMET et al.,
1996).

As PLA; (também conhecidas por fosfatidil — acil — hidrolases) séo
enzimas presente em altas concentragdes nos venenos de serpentes, abelhas,
vespas e no suco pancredtico de mamiferos (HARRIS, 1991). Nos venenos de
serpentes apresentam amplo espectro de atividades biolégicas, dentre elas,
acdo neurotodxica, cardiotoxica, edematbgenica, anticoagulante, hemolitica e
miotoxica (KINI; EVANS, 1989; MONTECUCCO et al., 2008). A toxicidade das
PLA, esta relacionada com sua ligacdo a receptores especificos na superficie
de células alvo, descritos como do tipo M (muscular) e N (neuronal). Os do tipo
N estdo presentes em grande niumero em membranas do cérebro de ratos e
séo constituidos por, ao menos, dois sitios de ligacdo de alta afinidade (R1ZZO
et al., 2000). Estes receptores apresentam alta afinidade por uma variedade de
PLA; neurotéxicas, incluindo a CTX. O que sugere que os receptores do tipo N
sejam crucias para o efeito neurotoxico (LAMBEAU; LAZDUNSKI, 1999).

O mecanismo pelo qual a PLA; leva a leséo celular é uma consequéncia
de alterac6es na membrana plasmatica que promove um grande aumento da
concentracdo de CA?* citosélico de forma que ative mecanismos intracelulares
gue levam a degradacéo e consequentemente morte celular (MONTECUCCO
et al., 2008; SAMPAIO et al., 2010).
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1.2. Sistema imune e veneno crotalico

Além das atividades biolégicas classicas, foi observado que este veneno
induz baixa producdo de anticorpos quando comparado a outros venenos
ofidicos (ROLIM-ROSA, 1980 e 1981; SOERENSEN, 1990). Outros trabalhos
mostraram que o0 veneno promove inibicdo da producdo de anticorpos IgG
contra um antigeno nao-relacionado como a ovalbumina (OVA) ou albumina
humana (SAH) indicando um potencial efeito sobre o sistema imune
(CARDOSO e MOTA, 1997). Somado a isso, neste mesmo trabalho foi
verificado que a CTX, e ndo suas subunidades isoladas, exerce esse efeito
imunossupressor.

Rangel-Santos e Mota (2000) relataram que o efeito supressor do
veneno e da CTX sobre a producdo de anticorpos contra seus proprios
antigenos ou anti-SAH é mantido mesmo apo6s o aquecimento do veneno a 50°
C e da CTX entre 50- 75° C. Em outro trabalho, Rangel-Santos e colaboradores
(2004) mostraram ainda, que o veneno total e a CTX foram também efetivos
em inibir a resposta proliferativa esplendcitos estimulados in vitro com
concanavalina A (ConA), assim como a producado de algumas citocinas. Esses
autores mostraram também, que a transferéncia de linfécitos T e B purificados
de camundongos injetados com o veneno ou a CTX para camundongos
imunizados com SAH resultou em diminuigao da producgéao de IgG1 anti-SAH.

Sousa e Silva (1996) evidenciaram um efeito anti-inflamatério do veneno
de C.d.terrificus sobre macrofagos residentes ou previamente ativados. Os
autores mostraram que macréfagos incubados com o veneno tiveram algumas
funcbes diminuidas como atividade fagocitica e espraiamento. Sampaio e
colaboradores (2003 e 2005) observaram que este efeito do veneno de
C.d.terrificus sobre as fungcdes de macrofagos é mediado pela CTX, bem como
sua subunidade CB. Em outro trabalho, foi observado que o veneno total e a
CTX sédo capazes de induzir rearranjo do citoesqueleto de macréfagos
peritoneais de ratos, sendo este efeito associado com a diminuicdo da
atividade de proteinas envolvidas nas vias de sinalizacdo intracelular
relacionadas com as funcdes de fagocitose e espraiamento (SAMPAIO et al.,
2006).
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Modelos experimentais in vitro e in vivo demostraram que a CTX também
apresenta acao anti-tumoral (RUDD et al., 1994). Assim, foi mostrado que o
efeito da CTX sobre o crescimento do tumor esté relacionado a sua acéo sobre
0s macrofagos que séo cruciais no microambiente tumoral (COSTA et al.,
2013).

De Araujo Pimenta e colaboradores (2019) mostraram que a CTX
promove a reprogramacdo de macréfagos em direcdo a um fendtipo
antiangiogénico, visto que tanto macréfagos tratados com CTX, como seus
sobrenadantes inibiram a proliferacdo, adeséo, velocidade e niumero de células
endoteliais migradas e consequentemente, a formacéo de tubos capilares. Os
autores verificaram também diminuicdo nos niveis de VEGF e TNF-a nos
sobrenadantes de macréfagos tratados.

Zambelli e colaboradores (2008) evidenciaram que a CTX induz
diminuicdo significativa do nimero de linfécitos na circulagdo sanguinea e
linfatica por meio da retencao dos linfocitos T e B nos linfonodos de ratos. Além
disso, foi demonstrado efeito inibitério da CTX sobre a resposta inflamatéria e
sobre as fungdes de neutréfilos (NUNES et al., 2010; LIMA et al., 2012).

Em 2003, Garcia e colaboradores demostraram que a crotapotina (CA) é
capaz em inibir a proliferacdo de esplendcitos murinos estimulados com ConA,
além de induzir nas culturas o aumento da sintese de PGE;.

Portanto, varios modelos experimentais mostram que a CTX exerce uma
variedade de acdes que incluem: imunomoduladora, anti-inflamatéria, anti-
tumoral, analgésica e atividade antimicrobiana (SAMPAIO et al., 2010; COSTA
et al., 2013; DA SILVA et al.,, 2013; BRIGATTE et al., 2016; (SARTIM et al.,
2018). Isto posto, essa molécula € um alvo para os estudos de suas atividades
biolégicas e ainda, sobre o sistema imune.

A elucidacdo dos mecanismos de acdo de moléculas imunomoduladoras
tem sido alvo de inUmeros estudos, visto que podem contribuir para novas
abordagens terapéuticas para diversas desordens imunoldgicas. Neste sentido,
0 objetivo do nosso grupo de pesquisa tem sido avaliar o efeito modulador da
CTX sobre alguns parametros da imunidade inata e inducdo da imunidade
adaptativa. Neste contexto, observamos que a CTX € capaz de modular a

atividade funcional das células dendriticas (DCs) que sé&o essenciais para a
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ativacdo dos linfocitos T e que esse efeito é dependente de receptores
peptideo-formil (FPRs) (FREITAS et al., 2018).

Em outro trabalho desenvolvido pelo nosso grupo demostramos que a
CTX é capaz de inibir a resposta inflamatdria aguda intestinal induzida pela
instilacdo intrarretal de acido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS). Esta acao foi
mediada pela inibicdo da producédo de citocinas pro-inflamatorias, células Thl7,
e linfécitos inatos do tipo 3 (ILC3). Além disso, verificamos que a CTX induziu
nos animais aumento da secrecédo de IL-10 e TGF-3, producdo de PGE; e
LXA, e células Treguladoras (Tregs) (ALMEIDA et al., 2015).

Em nossos estudos sobre o efeito da CTX na resposta imune induzida por
um antigeno nao-relacionado verificamos que a administracdo desta toxina
horas apds a imunizacdo dos camundongos com SAH associada ao Alum ou
adjuvante completo de Freund (ACF) resulta na inibicdo da sintese de
anticorpos anti-SAH e da proliferacdo de linfécitos T incubados in vitro com
SAH ou ConA. Por outro lado, constatamos que a intensidade da supressao
induzida pela CTX variou de acordo com o adjuvante utilizado na imunizacgao.
Outros resultados mostram que a supressao da resposta de anticorpos anti-
SAH exercida pela CTX ndo é mediada pela inducdo de morte das células
linfoides por necrose ou apoptose (FAVORETTO et al.,, 2011). No entanto, o
mecanismo de acdo da CTX sobre a imunidade humoral ainda ndo esta
elucidado. Assim sendo, pretendemos avaliar a agdo da CTX sobre a ativacéo
e diferenciacao dos linfécitos B e consequente producdo de anticorpos e assim,
ampliar os conhecimentos sobre os mecanismos de acdo de moléculas

moduladoras do sistema imune.

1.3. Respostaimunoldgica

O sistema imune responde a diversos agentes patogénicos por meio de
mecanismos dependentes da imunidade inata e adaptativa, sendo a resposta
inflamatéria a primeira barreira de defesa e a promotora da imunidade
adquirida (BOOM et al., 1987; STREET et al., 1999). Portanto, o estado de
ativacao das células inatas e presenca de fatores solGveis como citocinas e

mediadores lipidicos podem determinar a ativacdo e diferenciagcdo dos
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linfécitos T e dos linfocitos B produtores de anticorpos antigeno-especificos
(ROMAGNANI, 1992).

DCs, como células da imunidade inata, estdo diretamente envolvidas na
apresentacdo dos agentes/produtos patogénicos para os linfécitos T induzindo
sua ativacao e diferenciacdo em célula efetora com perfil Thl, Th2, Th1l7 ou
Tregs (STEINMAN & NUSSENZWEIG, 2002; KAIKO et al., 2008). O sinal inicial
para ativacio de células T CD4" é proveniente da interac&o entre o receptor de
antigeno associado ao complexo CD3 (TCR/CD3) expressos na membrana
celular, e o peptideo antigénico apresentado pela molécula do complexo de
histocompatibilidade principal de classe Il (MHC-II) na superficie das células
apresentadoras de antigeno (antigen presenting cells, APCs). Além do
reconhecimento do antigeno, outras moléculas expressas pelas APCs
fornecem o 2° sinal necessario para a ativagdo dos linfécitos T (SCHWARTZ et
al., 1990; JUNE et al., 1994; CROFT, 2003). Assim sendo, a interacdo entre a
molécula CD28 expressa no linfécito T e seus ligantes CD80/CD86 nas APCs
prové esse sinal coestimulador para a proliferacdo e diferenciagéo celular
(THOMPSON et al., 1989; DING e SHEVACH, 1994; LANZAVECCHIA, 2001).

A interacdo entre a molécula CD40 expressa pelas APCs e seu ligante
CD40 (CD40L-CD154) na membrana de linfécitos T também exerce papel
importante na ativacdo tanto do linfécito T como na APC (DIEHL et al., 2000). A
ligacdo entre CD40-CD40L nas DCs estimula a expressao de outras moléculas
envolvidas com a apresentacdo dos antigenos para os linfécitos T favorecendo
desta maneira, a ativacao destes linfocitos (O SULLIVAN et al., 2003).

Como j& mencionado, véarias sdo as células imunes capazes de
apresentar os antigenos para os linfocitos T, entretanto as DCs sao as
principais iniciadoras da resposta adaptativa, uma vez que estdo localizadas
nas portas de entrada dos antigenos e s&o eficientes na captura,
processamento e apresentacdo dos peptideos associados as moléculas do
MHC, expressdo de moléculas coestimuladoras e migracdo para os tecidos
linfoides secundarios (ITANO-JENKINS, 2003). Estas células sédo altamente
especializadas no reconhecimento de microrganismos por receptores de
membrana que interagem com padrdes moleculares presentes em patdogenos
(PAMPSs) via diferentes receptores, como por exemplo os do tipo Toll (Toll like

receptors- TLRs) que, ligados seletivamente, geram sinais intracelulares de
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ativacdo e maturacao celular (STEINMAN & NUSSENZWEIG, 2002; KAIKO et
al., 2008).

Patbgenos como bactérias e protozoarios promovem a ativacdo e
maturacdo das DCs, bem como a secrecao de citocinas, como a IL-12 por
essas células que, no conjunto, resultam na diferenciacédo dos linfécitos para o
subtipo Thl. Por outro lado, antigenos de helmintos ou alérgenos parecem ser
reconhecidos pelas DCs em contexto pouco inflamatério e, quando na
presenca de IL-4, direcionam os linfécitos para o subtipo Th2 (MACDONALD et
al., 2002). Outros trabalhos descrevem que alguns patdégenos ou seus produtos
exercem efeito inibitério sobre as DCs mantendo-as imaturas e/ou
tolerogénicas (DUGAST-VANHOVE, 2009). Além da acéo direta dos patdogenos
sobre as DCs, citocinas como IL-10 e TGF-f (transforming growth factor-f3)
podem induzir DCs imaturas a se tornarem tolerogénicas e assim induzem a
diferenciacdo dos linfocitos Tregs. Macréofagos e linfécitos B também
expressam moléculas de classe Il do MHC e séo capazes de ativar os linfocitos
TCD4" (CATRON et al., 2004). Uma vez ativados pelas APCs, os linfocitos T
migram para a regido de contato com os linfocitos B e participam da ativagéo e
sua diferenciacdo em células secretoras de anticorpos ou memoria
(BARRINGTON, 2002).

Os linfécitos B sdo amplamente conhecidos por serem responsaveis
pela resposta imune humoral. Porém, outras fun¢gbes tém sido atribuidas a
estas células como: apresentacdo de antigenos, producdo de citocinas
inflamatérias e ainda, funcBes regulatérias exercidas pelas células B
reguladoras (Breg), as quais modulam de forma negativa a resposta celular.
Nesse contexto, trabalhos tém mostrado que as Bregs desempenham um papel
inibitério na polarizacéo de linfocitos T CD4" para os perfis Thy e Th,, suprimem
linfocitos T CD8" e APCs, via inibicdo da apresentacdo antigénica. Esse
potencial regulador das Bregs ocorre primariamente por meio da producao de
citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-B. Além de fun¢Bes supressoras,
as Bregs também s&o capazes de induzir células T regs alterando o balanco
Tweg/Thi; (LEBIEN E TEDDER, 2008; YANABA et al.,, 2009; MAURI, 2010;
BOUAZIZ et al., 2010; WATA et al., 2011; YOSHIZAKI et al., 2012; MAURI E
BOSMA, 2012; YANG et al., 2013; KALAMPOKIS et al.,, 2013; ROSSER E
MAURI, 2015).
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Em conjunto, os trabalhos citados mostram que em situacfes onde se
observa indugédo de tolerancia, geracdo de celulas Tgregs OU Supressdo da
resposta de linfécitos T, a ativacdo e a diferenciacao dos linfécitos B podem ser
comprometidas e consequentemente a producdo dos anticorpos antigeno-
especificos (LIM et al., 2005). Além disso, ha evidéncias de que além da
interacdo com os linfécitos T, macrofagos e DCs provém sinais de
sobrevivéncia para os linfocitos B secretores de anticorpos e, portanto,
qgualquer interferéncia/modulacdo da atividade dessas células pode
comprometer a resposta humoral (ZHU et al., 2010; CERUTTI et al., 2012).

1.4. Ontogenia de linfocitos B

A resposta imune humoral é mediada por anticorpos especificos contra
diferentes agentes patogénicos produzidos por linfocitos B previamente
ativados. Através dos receptores Fc (FcR), os anticorpos podem ativar
macroéfagos, promover a fagocitose e apresentacdo antigénica e mediar a
citotoxicidade (JEFFERIS E LUND, 2002; JEFERRIS, 2005).

As células B imaturas a medida que se tornam independentes dos fatores
estromais vao sendo exportadas da medula 6éssea e terminam seu processo de
maturacdo no baco, onde adquirem em sua membrana a expressao de IgD
(NUTT et al., 2015). Estas células sdo chamadas de células B transicionais,
pois representam um estagio intermediario de desenvolvimento
(BANCHEREAU E ROUSSET, 1992; ALLMAN et al, 2004). As células B
maduras podem ser categorizadas em células B1 situadas na cavidade pleural,
peritdbnio e em mucosas e células B2 que séo subdivididas em linfécitos B da
zona marginal (ZM) do baco e linfocitos B foliculares (FO), os quais encontram-
se nos foliculos linfoides de linfonodos e baco. A localizacdo das populacdes
de linfocitos B ZM e B1 permite uma rapida resposta a patdégenos circulantes,
enquanto que os linfocitos B FO que compde o subtipo majoritario respondem
predominantemente a antigenos proteicos (AMLOT et al., 1985; TIMENS et al.,
1989; SPENCER et al., 1998; ALLMAN E PILLAI, 2008; SAMITAS et al, 2010;
CERUTTI, 2013).

Os estagios de maturacéo dos linfocitos B podem ser distinguidos por um

padrdo especifico de genes de imunoglobulinas e outras proteinas de
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membrana que servem como marcadores fenotipicos expressos ao longo de
todo o processo de desenvolvimento das células B. As células progenitoras
dessa linhagem sdo chamadas de pro-B e derivam diretamente de células-
tronco hematopoiética pluripotentes. As células pré-B ndo expressam
imunoglobulinas (Ig) em sua membrana, porém, podem ser distinguidas de
outras células imaturas pela expressdo de moléculas de superficie restritas a
linhagem B, como CD19. Durante esse estagio de desenvolvimento ocorrem 0s
processos de rearranjos dos segmentos génicos da cadeia pesada das
imunoglobulinas que resulta na expressao de uma cadeia pesada chamada p,
gue passa a caracterizar a proxima linhagem, as células pré-B. No estagio pré-
B, as células expressam um receptor formado pela associacdo da cadeia
pesada de imunoglobulinas com proteinas substitutas de cadeia leve,
homodlogas entre si, e proteinas de transdugcdo de sinais (Iga e IgB), este
receptor é denominado de pré-BCR. O pré-BCR emite sinais de sobrevivéncia
e proliferacdo, além de ser responsavel por inibir o rearranjo adicional das
cadeias pesada e leves (ZHANG, 2004; CLARK et al.,, 2014; PETKAU E
TURNER, 2019). Com a formacdo completa de uma molécula de IgM, essa
imunoglobulina também passa a ser expressa na membrana celular e esta
linhagem, entdo, passa a ser chamada de célula B imatura. A partir desta etapa
os linfécitos B imaturos migram para o bago, a fim de terminar seu processo de
maturacdo (RETH, 1992; MEFFRE, 2000; HARDY, 2001; MELCHERS, 2015;
PETKAU E TURNER, 2019)

1.5 Ativacéao de linfécitos B

A ativacdo T-dependente dos linfécitos B € iniciada pelo encontro com
seu antigeno especifico no tecido linfoide e, para que isso ocorra, varios
sistemas existem no linfonodo ou bagco que aumentam a possibilidade de
interacdo do antigeno com o receptor de antigeno (B Cell Receptor-BCR)
(CARRASCO; BATISTA, 2006; DEPOIL, 2008; NUTT et al., 2015; RADBRUCH
et al., 2006; KOMETANI E KUROSAKI, 2015). Duas populacdes celulares
estdo envolvidas nesse processo: macréfagos e as DCs. Essas células
expressam receptores que mantém os antigenos disponiveis no tecido linfoide

para interacdo com os linfocitos B virgens. ApoOs a interacdo cognata entre o
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antigeno e o BCR, o linfocito B ativado via mecanismo dependente de LFA-1 e
CCR7 migra para regiao de interacdo com o linfécito T auxiliar previamente
ativado. Neste local, a célula B expressando o complexo peptideo-MHC classe
Il e moléculas coestimuladoras interage com o linfécito T auxiliar ativado
diferenciado em linfécito Ty (folicular), assim denominado por ser a principal
célula T auxiliar presente nos foliculos e tem papel fundamental na formacéo
do centro germinativo, este linfécito expressa altos niveis de CXCR5 e ICOS.
(CROTTY et al., 2011; SHULMAN et al., 2014). Desta interag&o celular, o sinal
adicional para a ativagao/diferenciacdo do linfécito B é fornecido pela ligacédo
entre 0 CD40 expresso nessa célula e o ligante de CD40 (CD40L) expresso
pelo linfocito T auxiliar. O CD40 € componente da superfamilia do receptor de
TNF, expresso constitutivamente nas células B. Quando CD40L expresso no
linfécito T auxiliar previamente ativado pelos antigenos e costimuladores se liga
ao CD40 expresso no linfocito B, induz a alteracdo conformacional dos trimeros
de CD40 pré-formados, resultando no recrutamento de proteinas citosolicas
denominadas fatores associados ao receptor de TNF (TRAF), que quando
recrutados para CD40 iniciam cascatas de sinalizagdo, sendo a maioria
mediada por enzimas, conduzindo a ativacao de fatores de transcricdo, como o
NFKB e AP-1, que, em conjunto, induzem a proliferacdo dos linfécitos B e
consequente aumento da producédo de Imunoglobulinas. A ativagéo de fatores
de transcrigé@o induzidas pela sinalizagdo da via CD40 é essencial para sintese
de AID (desaminase induzida pela ativacdo) enzima responsavel pela de troca
de is6tipo e hipermutacdo somatica (ARMITAGE et al., 1992; KAWABE et al.,
1994; BIRAM et al., 2019; KARNELL, et al., 2019; LAI et al., 2019). Portanto,
apoés a interacdo entre os linfécitos T e B, estas células B podem migrar para o
GC (do inglés Germinal Center-GC) ou se diferenciar em plasmécitos
extrafoliculares secretores de anticorpos de baixa afinidade. No GC estas
células sofrem o processo de hipermutacdo somatica e, em contato com 0s
antigenos expressos pelas DCs foliculares (FDCs) sofrem o processo de
maturacao de afinidade, ou seja, podem morrer por apoptose ou se diferenciar
em células secretoras de anticorpos de alta-afinidade ao antigeno ou células B
de memodria, estas capazes de proliferarem rapidamente e se diferenciarem em
plasmadcitos apOds reencontro com o antigeno cognato (NUTT et al.,2015;
RADBRUCH et al., 2006; MACLENNAN, 1994; RAJEWSKY, 1996; ITANO e
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JENKINS, 2003; HEESTERS et al., 2016; YUSEFF et al., 2013; KOMETANI E
KUROSAKI, 2015) (Figura 1).

Trabalhos recentes sugerem ainda, que a presenca de fatores ativadores
de linfocitos B secretados pelas DCs como BAFF (B-cell-activating fator) e
APRIL (proliferation-inducing ligand) podem prover o sinal necessario para a
completa ativacao dos linfécitos B (HAXHINASTO; BISHOP, 2004; SMULSKI E
EIBEL, 2018). Por outro lado, a ativacdo de linfécitos B na auséncia da
sinalizacdo via BCR ou contato com linfécitos T pode ocorrer por diversos
mecanismos, podendo envolver diferentes receptores denominados PRRs
(Patter-recognition receptors). Dentre os PRRs encontra-se a classe mais bem
caracterizada, composta por varios membros de TLRs (Toll-like receptors)
(TAKEDA E AKIRA, 2005; IWASAKI E MEDZHITOV, 2004; BRYANT et al.,
2009; GAY et al., 2014). Destacando-se o TLR4, primeiro membro da familia a
ser isolado e, associado a MD-2 (fator mieléide de diferenciacdo-2) e CD14,
reconhece uma grande variedade de PAMPs, (Pathogen-associated molecular
pattern) como o lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana externa de
bactérias gram-negativas (SHIMAZU et al., 1999). Essa endotoxina além se ser
um potente ativador da resposta imune inata pode promover ativacdo policlonal
de linfocitos B e é facilmente reconhecida por esse receptor. A sinalizacdo do
TLR4 através de moléculas adaptadoras como a proteina de diferenciacao
mieldide 88 (MyD88) e a proteina adaptadora contendo o dominio TIR indutora
de interferon-beta (TRIF) promove a ativacdo do Fator Nuclear Kappa B (NF-
kB) (ANDREAKOS et al., 2004; KAWAI E AKIRA, 2010; SOUVANNAVONG et
al., 2007; SAKAI et al., 2017). A familia de proteinas da via NF-kB consiste em
cinco subunidades: p65 (RelA), cRel, RelB, p50 (NF-kB) e p52 (NF-kB) que
interagem para formar dimeros com funcfes regulatérias distintas de genes
(GERONDAKIS et al., 2014; TROIB e AZAB, 2015). No estado basal, os
dimeros do NF-kB estdo unidos a proteinas inibitorias, IkB as quais 0 mantem
no citoplasma (SALLES et al.,, 2014; LIU et al., 2017). O NF-kB regula a
expressao génica de imunoglobulinas em linfécitos B e promove o aumento da
transcricdo de varias citocinas pré-inflamatorias, dentre elas: TNF-a, IL-10, IFN-
y e a IL-23 (TAN et al.,, 2007; KWILASZ et al., 2015). Também tem funcéo

essencial no desenvolvimento, ativagdo e proliferacdo de linfécitos B e T
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(SAIJO et al., 2003; GERONDAKIS E SIEBENLIST, 2010; GERONDAKIS et al.,
2014).
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Figura 1 — Padrbes de drenagem de antigenos, transporte e anatomia de érgéos linfoides
secundérios. (A) Bactérias, virus, fungos ou outros antigenos geralmente atravessam uma
barreira. Esta drenagem pode ocorrer com ou sem o envolvimento de outras células imunes.
Eles podem entrar na corrente sanguinea ou nos ductos coletores do sistema linfatico. Os
antigenos sdo transportados para o linfonodo. (B) Transporte de antigeno nos linfonodos.
Células dendriticas foliculares (FDCs) encontradas nos foliculos de células B. Antigenos sdo
drenados sinus subcapsular (SSMS) ou medula. (esquema central) Sdo opsonizados entram
nos linfonodos por transporte passivo nos vasos linfaticos aferentes nos sitio da injecdo. O
antigeno nao se ligou ao receptor 3 do complemento (CR3, CD11b) macr6fagos sinusais
subcapsular(SSMs). As DCs e os macrofagos da medula ligam-se aos antigenos e alguns
podem ativar o complemento. Entretanto sédo multiplas vias possiveis: 1. Antigeno opsonizado
pode ser liberado e ligar-se a células B através do CR2, o qual transporta o antigeno na FDC.
2. As DCs podem transferir o antigeno opsonizado pela célula B/CR2, a qual transportara o
antigeno para FDC. 3. As DCs também podem transportar o antigeno opsonizado para a FDCs
e transferi-lo para a FDCs via CR1/CR2. A FDC incorpora o antigeno dentro de um
compartimento endossomal ndo degradativo. (esquema central, lado direito) SSMs liga-se ao
antigeno opsonizado na SCS via CRS3, o qual é expresso na sua superficie apical, sua carga €
transferida da superficie vaso lateral da célula onde é entregue as células B CR2" naive. O
painel acima apresenta a célula B transportando o complexo antigeno-imune para a FDC, o
qual é internalizado via CR2 de maneira dependente de actina. O antigeno é transportado da
vesicula, este ciclo ocorre periodicamente na superfice da FDC, onde é exposto a receptores
das células B que sairam do centro germinativo. Quando as células B encontram as células T-
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auxiliares sdo ativadas e diferenciadas em células B de memdria ou células produtoras de
anticorpos. O painel inferior mostra a posi¢cado de C3d na estrutura cristalina do CR2-C3d-CR3
complexo, iluminacdo diferentes locais de ligacdo em C3d. (C). Transporte do antigeno no
baco. Na anatomia do bago a polpa branca consiste a zona de células T, células B e uma zona
marginal. FDCs sdo encontradas no centro dos foliculos da células B e a arteriola central é
encontrada no PALS. Na zona marginal os macrofagos ligam-se ao antigeno e as células B
naive, transportam esse antigeno para a FDC, e também ocorre apresentacédo de antigeno nas
células B cognadas. Assim como no linfonodo, a FDC degrada o antigeno e apresenta para as
células B do centro germinal (Adaptado de Heesters, et al., Trends in Immunology, 2016).

Em vista do exposto e considerando o efeito modulador da CTX sobre
varios parametros da resposta imune e ainda, que nao esta claro o mecanismo
de acdo desta molécula sobre a imunidade humoral é evidente a relevancia de
avaliar a acdo da CTX sobre a ativacdo e diferenciacdo dos linfécitos B e
consequente producdo de anticorpos e assim, ampliar os conhecimentos sobre

0s mecanismos de acdo de moléculas moduladoras do sistema imune.
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8. CONCLUSAO

Em conjunto, os dados obtidos no presente estudo demonstram que a CTX
exerce efeito direto sobre os linfocitos B modulando sua ativagéo, proliferacédo
e consequente producdo de anticorpos especificos. Estes resultados
corroboram com estudos anteriores do nosso grupo mostrando o potencial
imunomodulador abrangente da CTX e contribuem para melhor entendimento
dos mecanismos de acao de moléculas imunomoduladoras, e futuramente para

novas abordagens terapéuticas.
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