
  
  
  
  
  
  

LIDIANE ZITO GRUND 

Dissertação apresentada ao 
departamento de Imunologia do 
Instituto de Ciências Biomédicas da 
Universidade de São Paulo, para 
obtenção do Título de Mestre em 
Ciências. 

 
 

 

 

PAPEL DAS CITOCINAS IL-5 E IL-17A NA DIFERENCIAÇÃO DE 

CÉLULAS PRODUTORAS DE ANTICORPOS DE VIDA LONGA (ASC) 

INDUZIDA PELO VENENO DO PEIXE Thalassophryne nattereri 

 

 

São Paulo 

2009 



 
 
 
 
 

Livros Grátis 
 

http://www.livrosgratis.com.br 
 

Milhares de livros grátis para download. 
 



  

 

 

LIDIANE ZITO GRUND 

Dissertação apresentada ao 
departamento de Imunologia do 
Instituto de Ciências Biomédicas da 
Universidade de São Paulo, para 
obtenção do Título de Mestre em 
Ciências. 
 
 
Área de Concentração: Imunologia 
 
 
Orientador: Dra. Mônica Lopes Ferreira 
 
 

 

São Paulo 

2009 

PAPEL DAS CITOCINAS IL-5 E IL-17A NA DIFERENCIAÇÃO DE 

CÉLULAS PRODUTORAS DE ANTICORPOS DE VIDA LONGA (ASC) 

INDUZIDA PELO VENENO DO PEIXE Thalassophryne nattereri 

 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 
 



  



  

 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Dedico este trabalho ao meu avô 
José Torres Zito (in memoriam) 

Uma pessoa inesquecível... 
Que me ensinou a acreditar no melhor das pessoas... 
Que sempre me apoiou com simplicidade e carinho... 

Que me conhecia tão bem e 
Que me fez tão feliz ! 

 
Saudades... 



  

AGRADECIMENTOS 
 

 
... A Drª Mônica Lopes Ferreira, pela imprescindível orientação, cumplicidade, por transmitir tanto 

fascínio e curiosidade pela Ciência e acima de tudo, por confiar no meu trabalho e acreditar no meu 

potencial. Tenho um grande respeito e admiração pela pessoa que você é. Tem sido um grande prazer 

trabalhar com você durante todos estes anos e poder compartilhar momentos alegres ou difíceis, sempre 

com carinho e grande espírito de equipe. 

 

... A Drª Carla Lima, minha co-orientadora, pelo apoio incondicional e atenção dedicada na execução 

deste trabalho e, sobretudo por ter sido a grande responsável pelo meu crescimento e amadurecimento 

profissional. Agradeço imensamente pela oportunidade de desenvolver este projeto ao seu lado, por tudo 

que aprendi e aprendo. Agradeço pela amizade que surgiu através das nossas afinidades e pela sua total 

confiança em mim. Dizem que o professor nunca morre porque vive eternamente nos olhos daqueles a 

quem ensinou.... 

 

... Aos meus pais tão queridos Carlos e Marta, pelo carinho e confiança. Vocês acreditaram em mim, me 

incentivaram, se preocuparam constantemente com o meu bem estar, estiveram do meu lado ao mínimo 

sinal de tristeza e me deram o prazer da companhia em todos os momentos de felicidade. Vocês estiveram e 

sempre estarão por trás de todas as minhas conquistas e não só me trouxeram a vida como fazem a alegria 

da minha vida. A vocês, meu porto seguro, não bastaria um muitíssimo obrigado!  

 

... A minha irmã Ludimyla, que me mostrou que eu era capaz e iria superar todas as dificuldades e o 

cansaço. Obrigada por me deixar chorar e por me fazer rir tanto. Obrigada pelos ouvidos sempre 

disponíveis. Obrigada por me compreender sem me julgar. Obrigada pela companhia e alegre convivência. 

É muito bom ter você em minha vida. O destino nos tornou irmãs, mas foi o coração que nos transformou 

em grandes amigas. 

 

...A minha avó Rosária, pelo apoio e compreensão. “Tu te tornas eternamente responsável por aquilo que 

cativas”....serei eternamente responsável e cativada por você. 

 

... A toda a minha família, em especial aos meus tios Francisco e Sueli Zito e ao meu primo Eriky pelo 

carinho, pelos momentos de alegria e descontração e pela nossa união nos momentos tristes. Momentos 

esses que nos aproximaram e fizeram crescer o sentimento de amor, respeito e confiança mútua. Meu 

coração reconhece em vocês o significado da palavra família !  

 



  

... A todos os amigos do Laboratório Especial de Toxinologia Aplicada do Instituto Butantan pela 

amizade e companheirismo em todos os momentos dessa caminhada em especial aos amigos da 

Imunofarmacologia (a eterna e querida SALA 1): 

 Fernanda Bruni: uma amiga para sempre. Agradeço por todos momentos que 

passamos juntas, pela amizade, pela alegria, viagens, trabalhos e até stress compartilhados 

durante estes anos. Tudo o que esperei de uma amiga encontrei em você. Enquanto eu puder 

ouvir sua risada - aquela mesma- a mais escandalosa e gostosa eu vou ser feliz ... 

Douglas Boletini: que responsabilidade falar de você. Você é um irmão. Se eu 

pudesse te daria a capacidade de ver como as pessoas o vêem porque assim você descobriria o 

quão especial você realmente é. Muito obrigada por tornar o meu dia-a-dia mais alegre, pelo 

apoio, pelos apelidos carinhosos, pelas broncas e por verdadeiramente torcer por mim... 

Evilin Komegae: minha amiga e meu CD40L. Agradeço por fazer dos momentos 

mais difíceis os mais divertidos, pela disposição em discutir resultados, pela paciência, pela 

companhia no café e nos experimentos altas-horas, por ser tão cúmplice, tão sincera e tão 

divertida. Adoro muito você e admiro seu jeito “evilin offline” de ser... 

Anderson Daniel: nunca imaginei ter um amigo tão “troll” e tão querido. Agradeço pelo 

apoio, por sempre me incentivar, por desejar o meu bem, por me salvar nos meus problemas diários 

com computador, por rir das minhas esquisitices, enfim, agradeço pela amizade e pela 

cumplicidade. Sempre estarei por perto, para o que precisar... 

Kátia Conceição, por toda amizade e apoio. Obrigada pela torcida, pelas risadas, 

pela paciência com as perguntas mais básicas sobre bioquímica e por me mostrar o mundo da 

espectrometria de massas reforçando mais ainda meu gosto pela Imunologia. Torço muito por 

você! 

Julio Stasi, um amigo querido que sempre esteve disposto a me ajudar. Obrigada por 

fazer a rotina do laboratório ficar muito mais divertida e cheia de histórias. 

Fernanda Magalhães, que chegou ao laboratório no final do desenvolvimento deste 

projeto mas pra quem eu não hesito em pedir opiniões e sugestões profissionais e pessoais. Admiro 

muito a maneira como você vê a vida e estou aprendo muito com essa alegre convivência. 

Obrigada. 

 

Aos alunos novos: Marcio, Edson e Adriana. Que vocês possam compartilhar comigo a 

mesma expectativa e fascínio pela pesquisa. 

 

... As amigas Patrícia Mello, Tânia Saraiva e Daniele Pavão, por toda amizade, dedicação, torcida e pelos 

momentos de descontração. Já dividimos tantas experiências, alegrias, problemas, assuntos importantes ou 



  

apenas corriqueiros. Quanto mais conheço vocês, mais feliz me sinto por  preservar e cultivar essa amizade 

que existe há tantos anos. 

 

...A Alessandra Pareja, uma amiga companheira que sempre torceu muito pela minha felicidade. Foi 

minha “amiga do dia” por muitos e muitos dias. Obrigada pela amizade, carinho e ajuda na realização dos 

experimentos. Há vezes em que não podemos agradecer no instante preciso, mas sempre poderemos 

retribuir em outro momento, em outro lugar... Te desejo muitas alegrias nesse novo momento da sua vida ! 

 

...As amigas Tatiane Canhamero, Mara Adriana Corrêa e Karina Scaramuzzi que compartilharam comigo 

os cursos e a expectativas do mundo da pós-graduação. Pessoas que quando deveriam ser simplesmente 

colegas, tiveram a cumplicidade de amigas. Sou muito feliz em saber que cultivamos essa amizade e que o 

tempo a amadureceu. Que Jesus et al continue sempre nos abanando! 

 

...Ao Matheus Ferracini que primeiro foi apenas um colega de pós, depois nos tornamos vizinhos e hoje é 

um amigo muito querido. Obrigada pela companhia diária, pelas dicas profissionais, por fazer o segundo 

melhor pudim de leite, pela paciência, pela confiança, mas sobretudo pela oportunidade de te conhecer 

como pessoa. Dizem que as pessoas entram em nossas vidas por acaso, mas não é por acaso que elas 

permanecem...eu concordo. 

 

...A Juliane Bevilacqua, por verdadeiramente torcer e compartilhar comigo todas as alegria e tristezas. 

Uma amizade assim é rara. Obrigada por percorrermos juntas diferentes caminhos. Nós não precisamos 

tanto da ajuda dos nossos amigos como precisamos da certeza da sua ajuda, quando necessário. Sejamos 

sempre as melhores amigas... 

 

... A todos os amigos do Departamento de Imunologia do ICB-USP. 

 

... Aos doutores componentes da banca de Qualificação, Mrythes Toledo de Barros, Maria Notomi Sato e 

Maria Regina D´Império Lima, pela leitura do exemplar da qualificação e valiosas sugestões. 

 

... Aos animais de laboratório, a quem o destino deu o poder e a grandeza de servir para o bem da 

humanidade. Sem eles não haveria este trabalho... 

 

...A FAPESP, pelo apoio científico e financeiro. 

 

... A todos que fizeram parte da realização deste trabalho direta ou indiretamente e que dividiram comigo 

a ansiedade de cumprir mais esta etapa... Muito obrigada!



  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
“As pessoas mais felizes não têm as melhores coisas.  

Elas sabem fazer o melhor das oportunidades que  
aparecem em seus caminhos.  

A felicidade aparece para aqueles que se machucam. 
Para aqueles que choram. 
Para aqueles que buscam. 

E para aqueles que reconhecem a importância das  
pessoas que passam por nossas vidas” 

(Clarisse Lispector) 



  

RESUMO 
 
GRUND, L. Z. PAPEL DAS CITOCINAS IL-5 E IL-17A NA 
DIFERENCIAÇÃO DE CÉLULAS PRODUTORAS DE ANTICORPOS DE 
VIDA LONGA (ASC) INDUZIDA PELO VENENO DO PEIXE 
Thalassophryne nattereri. 2009. 115 f. Dissertação (Mestrado em Imunologia) – 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009. 
 

 

Recentemente demonstramos que o veneno do peixe T. nattereri é capaz de 

induzir uma resposta imune de memória com alta produção de IL-5, altos níveis 

de anticorpos IgG antígeno-específicos por até seis meses após imunização e 

ainda a diferenciação de células B220neg, 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 indução da diferenciação de 

células B1a e ASC em diferentes compartimentos (peritônio, baço e medula 

óssea), os fatores envolvidos na manutenção da resposta de memória e o papel 

das citocinas IL-5 e IL-17A na diferenciação e manutenção 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 obtenção do plasma, do 

lavado da cavidade peritonial, do baço e da medula óssea femoral. Os níveis 

plasmáticos 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 proliferação celular e formação de centros 

germinativos por até 120 dias após a imunização e induziu alta e constante 

produção de anticorpos específicos IgG1, IgG2a e IgE. Além disso, observamos 

a expansão de células B1a no peritônio e no baço dos animais imunizados, bem 

como a diferenciação de 5 populações de ASC CD138pos que variaram quando a 

expressão das moléculas B220 e CD43 (B220high CD43high, B220low CD43low, B220neg 

CD43low, B220low CD43high, and B220neg CD43high). A produção de citocinas e 



  

quimiocinas inflamatórias (KC, TNF-α, IL-1β, IL-6) bem como a alta e constante 

produção de IL-5 e IL-17A pelas células dos três compartimentos, além da 

retenção do veneno pelas células dendríticas foliculares do baço parecem 

fornecer os estímulos necessários para formação e manutenção das ASC 

induzidas pelo veneno. Finalmente avaliamos o papel destas citocinas na 

resposta de memória formada para o veneno, tratamos os animais com 

anticorpos anti-IL-5 e anti-IL-17A, antes da imunização e da dose reforço. A 

ausência de ambas as citocinas no momento da estimulação antigênica induziu 

uma diminuição no número total de esplenócitos, mas não conseguiu reverter a 

esplenomegalia nem a formação de centros germinativos induzidas pelo 

veneno. No entanto, a regulação na expressão da molécula B220 pelas citocinas 

se mostrou evidente, uma vez que a população de ASC B220neg formada a partir 

da imunização com veneno desapareceu completamente após o tratamento. 

Nossos dados sugerem um papel importante para IL-5 e IL-17A na geração e 

sobrevivência de ASC B220neg e na proliferação de células B1a no baço, 

contribuindo para a manutenção da resposta de memória protetora de longa 

duração. Apoio: FAPESP. 

 
Palavras-chave: Thalassophryne nattereri; células produtoras de anticorpos de 

vida longa (ASC); células B1a; memória imunológica; anticorpos de alta 

afinidade; citocinas inflamatórias; IL-5; IL-17A. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

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 Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São 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 

B220neg, 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 B1a 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 µg 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 B1a cells in the peritoneum cavity and spleen. 

Based on the expression of CD43 and B220 in CD138pos ASC, we reveal five 

subtypes of memory B cells (B220high CD43high, B220low CD43low, B220neg CD43low, 

B220low CD43high, and B220neg CD43high) in all compartments. The production of 

inflammatory cytokines and chemokines (KC, TNF-α, IL-1β, 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 

B220neg induced by venom. Our data suggest an important role for IL-5 and IL-

17A on the development and maintenance of B220neg ASC and B1a population, 

contributing to maintenance of long-term protective immunity by the venom. 

Support: FAPESP. 

  

Keywords: Thalassophryne nattereri; long-lived antibody secreting cells (ASC); 

B1a cells, immunological memory, high-affinity antibodies, inflammatory 

cytokines, IL-5, IL-17A. 
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BLIMP-1  do inglês, B lymphocyte-induced maturation protein 1 
BSA   Albumina sérica bovina  
CD   Grupos de diferenciação, do inglês Cluster of differentiation 
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Th17   Linfócito T auxiliar produtor IL-17 
TLRs   do inglês, Toll like receptor 
TMB   Tetrametilbenzidina 
TNF-α  Fator de necrose tumoral alfa 
Treg   Células T reguladoras  
VLA   Integrina α4β1, do inglês, very late antigen 4 
XBP-1   do inglês, X-box binding protein 1 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

SUMÁRIO 
 
 
1 INTRODUÇÃO .............................................................................................................................. 19 

 
2 OBJETIVO ......................................... ........................................................................................... 29 

 
3 MATERIAL E MÉTODOS ............................... .............................................................................. 31 

 
3.1 Animais...............................................................................................................................................31 

3.2 Obtenção dos peixes e extração do veneno ....................................................................................31 

3.3 Dosagem de proteínas.......................................................................................................................31 

3.4 Protocolo de indução de resposta imune de memória..................................................................32 

3.5 Cultura de células esplênicas...........................................................................................................32 

3.6 Obtenção das células de medula óssea...........................................................................................33 

3.7 Obtenção das células da cavidade peritoneal...............................................................................33 

3.8 Análise fenotípica das células por citometria de fluxo................................................................33 

3.9 Quantificação de citocinas ..............................................................................................................34 

3.10 Ensaio imunoenzimático para detecção de anticorpos..............................................................35 

3.11 Determinação de IgE veneno-específica por reação de anafilaxia cutânea passiva – PCA .35 

3.12 Análise histológica e imunohistoquímica ...................................................................................36 

3.13 Tratamento de neutralização com anticorpos anti-IL-5 e anti-IL-17A ..................................37 

3.14 Análise estatística...........................................................................................................................37 

 
4 RESULTADOS .............................................................................................................................. 39 

 
4.1 Caracterização da resposta imune de memória induzida pelo veneno do T. nattereri ...........39 

4.1.1 Indução de resposta imune de memória em camundongos ................................................................39 

4.1.2 Análise dos subtipos de linfócitos B induzidos pelo veneno de T. nattereri ......................................41 

 

4.2 Análise dos fatores envolvidos na manutenção da memória .....................................................53 

4.2.1 Citocinas e quimiocinas induzidas na resposta de memória para o veneno de T. nattereri ...............53 

4.2.1 Análise da presença do veneno de T. nattereri no baço......................................................................54 

 

4.3 Avaliação do papel das citocinas IL-5 e IL-17A na diferenciação e manutenção de células B 

de memória induzida pelo veneno.........................................................................................................63 

4.3.1 Resposta imune de memória induzida pelo veneno de T. nattereri após tratamento .........................63 

4.3.2 Análise da diferenciação de linfócitos B induzida pelo veneno de T. nattereri após tratamento com 

anticorpos neutralizantes ...........................................................................................................................64 

 
5 DISCUSSÃO ................................................................................................................................. 75 

 
6 CONCLUSÃO ........................................ ....................................................................................... 90 

 
REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS......................... ....................................................................... 92 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Introdução



  

1 INTRODUÇÃO 

 

 

O Brasil possui uma extensa linha costeira de aproximadamente 7.400 km e uma 

ampla variação em sua fauna, contendo animais de águas temperadas e tropicais. Essa 

diversidade propicia a existência de grande número de animais potencialmente 

perigosos que podem favorecer a ocorrência de acidentes em humanos. 

A produção de toxinas por animais aquáticos é uma estratégia importante que 

garante sua sobrevivência em um ecossistema altamente competitivo. Assim, para 

defender-se ou defender seu território, estes animais produzem um número enorme de 

metabólitos, cujas combinações resultam em uma grande variedade de estruturas 

químicas e moléculas complexas como peptídeos e proteínas com propriedades químicas 

e farmacológicas diferentes das apresentadas pelos venenos de animais terrestres 

(RUSSELL et al., 1971). Trabalhos realizados com toxinas oriundas de animais aquáticos 

vêm demonstrando que elas representam uma vasta fonte de substâncias com distintas 

atividades farmacológicas (OLIVEIRA et al., 1990; NUIJEN et al., 1999; RINEHART et al., 

2000; CVETKOVIC et al., 2002; VAN-KESTEREN et al., 2002). 

Os peixes de importância toxinológica podem ser agrupados em venenosos ou 

peçonhentos. Os peixes venenosos obtêm suas toxinas incorporando veneno de plantas, 

algas ou outros organismos através da cadeia trófica ou possuem vias metabólicas para a 

produção de seus venenos. Alguns exemplos são o baiacu, a garoupa, barracuda e 

bicuda. Já os peixes peçonhentos apresentam glândulas especializadas na secreção de 

substâncias tóxicas e um aparato especializado na inoculação do veneno. Embora no 

Brasil não haja relatos de acidentes fatais com peixes peçonhentos, estes podem ser 

responsáveis por acidentes graves que levam a diversos graus de morbidade. 

Praticamente todas as famílias e gêneros de peixes peçonhentos têm 

representantes nos mares e rios do Brasil (HADDAD JR et al., 2000), entretanto os que 

mais causam acidentes são as arraias (HADDAD JR., 2004), os bagres (HADDAD JR., 

2000), os peixes-escorpião (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; FACÓ et al., 2005). 

Os niquins pertencem à família Batrachoididae e são agrupados em 15 espécies, das 

quais somente quatro são encontradas no Brasil: Thalassophryne nattereri, Thalassophryne 

punctata, Thalassophryne reticulata e Thalassophryne amazonica. Os únicos relatos de 

acidentes referem à espécie T. nattereri encontrada nas regiões norte e nordeste do país. 

O T. nattereri possui um aparelho inoculador de veneno completo presente nos 

quatro espinhos localizados nas regiões dorsal e lateral. Os espinhos são canaliculados e 

pontiagudos e possuem comunicação com as glândulas de veneno. Os acidentes 

acometem principalmente banhistas e pescadores e ocorrem quando o peixe é pisado ou 

tocado, acometendo 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 seqüelas 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 e 

ROCHA, 1989; AUTO, 1992; FONSECA e LOPES-FERREIRA, 2000; HADDAD JR. et al., 

2003). 

Vale ressaltar, que o uso de analgésicos, antiinflamatórios ou de antibióticos não é 

capaz de reverter o quadro decorrente do envenenamento que evolui independente da 

utilização dos medicamentos. Acidentes provocados pelo T. nattereri vêm sendo 

notificados em Salvador (ALMEIDA e ROCHA, 1989), Alagoas (AUTO, 1992; FONSECA 

e LOPES-FERREIRA, 2000), Fortaleza (MONTEIRO et al., 2003), Natal e Pará (HADDAD 

JR et al., 2003). 

Trabalhos realizados com o veneno de T. nattereri em murinos reproduzem o 

envenenamento visto em humanos e demonstram sua ação local: dor, edema e necrose, 

independente da presença das atividades hemorrágica ou fosfolipásica A2 (LOPES-

FERREIRA et al., 1998; FONSECA e LOPES-FERREIRA, 2000). Na micro-circulação de 

cremaster de camundongos foi demonstrada intensa coagulação intravascular com 

parada do fluxo sangüíneo nas vênulas pós-capilares e em capilares e pontos de 



  

estrangulamento periódico e reversível em toda a extensão das arteríolas e também 

vasoconstrição (LOPES-FERREIRA et al., 2002). 

A análise histológica da lesão provocada pelo veneno também mostrou presença 

de edema, mionecrose, hiperemia e/ou congestão nas veias e vênulas, presença de 

trombos, além de pouco infiltrado celular inflamatório, achados que podem justificar o 

comprometimento da regeneração tecidual por até 28 dias da injeção do veneno (LOPES-

FERREIRA et al., 2001). A injeção do veneno no coxim plantar de camundongos induz 

liberação de importantes citocinas, como TNF-α, IL-1β e IL-6, e pobre resposta 

inflamatória 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 é capaz de alterar a fisiologia renal interferindo principalmente nos parâmetros 

vasculares (FACÓ et al., 2003). 

Lopes-Ferreira e colaboradores (2004) demonstraram que somente inibidores de 

calicreína tecidual e plasmática reduzem a nocicepção e o edema induzidos pelo veneno. 

A participação do sistema calicreina-cininogênio-cinina foi confirmada uma vez que o 

veneno promove a clivagem de substratos sintéticos derivados do cininogênio humano 

liberando calidina (Lys-BK), apresentando, portanto uma atividade cininogenásica 

semelhante à calicreina tecidual. Ao contrário, as atividades tóxicas induzidas pelo 

veneno não são reduzidas por antiinflamatórios comumente utilizados na clínica médica, 

como dexametasona e indometacina, nem pelo inibidor da enzima óxido nítrico 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 importância de anticorpos 

específicos produzidos em coelhos ou eqüinos na neutralização das atividades tóxicas 

(LOPES-FERREIRA et al., 2000; PIRAN-SOARES et al., 2003). Além disso, comprovamos 

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 (PIRAN-SOARES et al., 2007). Além da verificação da 

persistência de anticorpos IgG anti-veneno em camundongos, neste trabalho também foi 



  

demonstrado que pacientes acidentados pelo peixe apresentam altos níveis de IgG anti-

veneno por até seis meses após o acidente. 

Assim, estes dados mostram que a diferenciação de células B de memória e 

células plasmáticas de longa duração (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 esplênicos predominantes, a produção de citocinas e a produção de 

anticorpos específicos (GRUND et al., 2006). Neste trabalho demonstramos uma 

associação entre as citocinas secretadas pelas distintas populações de linfócitos T e a 

produção das subclasses de anticorpos gerados, sendo a grande produção de anticorpos 

IgG1 veneno-específicos e IgE total associada aos altos níveis de IL-5, e os altos níveis de 

IFN-γ a anticorpos IgG2a. Estes resultados indicam que o veneno de induz uma resposta 

imune mista, com diferenciação de clones de linfócitos dos tipos Th1 e Th2. E ainda, de 

maneira interessante, seis meses após a imunização os animais foram desafiados 

novamente com o veneno e produziram altos níveis de anticorpos IgG antígeno-

específico de memória. Investigamos também os diferentes padrões de expressão de 

moléculas nas células esplênicas dos animais imunizados e com resposta persistente e 

encontramos um aumento de linfócitos T CD4+ e linfócitos B com baixa expressão da 

molécula CD45R/B220. A presença de resposta T dirigida com altos níveis de anticorpos 

IgG específicos confirmam que células B com funções efetoras e/ou de memória foram 

geradas. 

Concluímos, portanto que a resposta imune gerada para o veneno pode induzir 

resposta imune de memória e a diferenciação de células B produtoras de anticorpos 

negativas para a molécula B220, sugerindo a diferenciação em células produtoras de 

anticorpos de vida longa. Esta área tornou-se, portanto o nosso objeto de estudo 

proposto neste trabalho. 

Quando a célula B virgem encontra o antígeno nos órgãos linfóides secundários 

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



  

dendríticas foliculares elas se tornam ativas e proliferam. Algumas dessas células B 

ativadas pelo antígeno se desenvolvem fora do folículo linfóide para se tornarem 

plasmócitos de vida curta. Outro grupo se diferencia no próprio centro-germinativo e 

desenvolve-se em células B de memória e/ou em ASC (SLIFKA et al., 1998; MANZ et al., 

2002; SHAPIRO-SHELEF et al., 2005). A formação do centro germinativo favorece um 

ambiente dinâmico e especializado que coordena a maturação de afinidade da célula B 

antígeno-específica através de ciclos de hipermutação somática e seleção direcionada 

pelo antígeno, culminando na geração de células de memória de alta afinidade (JACOB 

et al., 1991; BEREK et al., 1991; HEYZER-WILLIAMS et al., 1993). 

Sabe-se que as células B de memória expressam tipicamente IgM, IgG ou IgA de 

membrana e carregam mutações somáticas dentro da região variável da porção CDR 

(RAJEWSKY, 1996; KLEIN et al., 1998; TANGYE et al., 1998). Estas células podem 

expressar vários marcadores de superfície como CD19, CD20, CD27 e B220 e embora 

demonstrem preferência para se localizarem nos sítios de sua formação elas também 

recirculam (BAINE e THORBECKE, 1982) e montam respostas vigorosas para o antígeno 

original após uma segunda exposição. 

Já a rara população de células ASC (freqüência de 1% das células da medula óssea 

em indivíduos saudáveis) (HOOIJKAAS et al., 1983; TERSTAPPEN et al., 1990) mantém 

altos títulos de anticorpos de alta afinidade na circulação por longos períodos de tempo, 

ocupando nichos limitados na medula óssea (MANZ et al., 1998) no baço (SMITH et al., 

1997) e em locais inflamados (SLIFKA et al., 1995; SMITH et al., 1996; MANZ et al., 1997). 

Essas células expressam várias moléculas de adesão 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 migratória heterogênea em resposta a quimiocinas e podem, por 

exemplo, migrar para a medula óssea 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 não é somente uma capacidade 

intrínseca das células, mas também uma resposta a fatores do micro-ambiente como as 

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



  

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

fenotipicamente das células B de memória convencionais por não apresentarem 

marcadores de superfície 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 memória também podem ser formadas a partir 

de um subtipo não convencional de células B maduras, as chamadas células B1 que se 

distinguem das células B convencionais (B2) por apresentarem diferentes fenótipos de 

superfície, localização anatômica, capacidade de auto-reabastecimento e repertório de 

anticorpos (KANTOR, 1991) e por serem células com características de defesa inata 

(KANTOR, 1993; TAKATSU et al., 1994) e de vida longa (ROTHSTEIN et al., 2002). 

As células B1 são conhecidas por serem uma fonte primária de anticorpos 

naturais IgM de baixa afinidade que apresentam papel importante em períodos iniciais 

de defesa contra bactérias, vírus 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 são fontes de anticorpos de reações 

cruzadas com uma variedade de antígenos próprios (KOCKS e RAJEWSKY,1989; 

CASALI e NOTKINS,1989) tornando-se células produtoras de imunoglobulinas de todos 

os isótipos (KANTOR, 1993) principalmente em resposta a estimulação antigênica, por 

lipopolissacarideo ou citocinas. Além disso, seus progenitores são abundantes no feto e 

no fígado, mas não na medula óssea 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 presença de células B2.  

Células B1 expressam constitutivamente três tipos de marcadores de superfície 

Mac-1 (CD11b/CD18), FcεR (CD23) e a cadeia alfa do receptor de IL-5 (IL-5Rα) e 

apresentam super expressos os genes BLIMP-1 e XBP-1 (TUMANG et al., 2005) o que 

explica sua capacidade de longa vida e produção de IgM natural e contínua. Hasting e 

colaboradores definiram as células B1 como células que expressam B220low IgMhigh IgDlow 



  

CD23neg/low. Essas células podem ainda ser subdivididas nas populações B1a e B1b, 

diferenciando-se pela expressão de CD5 nas células B1a (HARDY e HAYAKAWA, 1994). 

A população B1b representa apenas uma pequena porção destas células, ainda 

pouco conhecidas. Não está claro se esses dois subtipos são distintos tipos celulares ou 

dois estágios de desenvolvimento da mesma população uma vez que o CD5 é um 

regulador negativo expresso em células anérgicas ou nas células B1a após exposição a 

auto-antígenos (HIPPEN et al., 2000). 

Quando as células B1a são ativadas na cavidade peritoneal ou pleural induzem a 

ativação e produção de citocinas pelos linfócitos T de forma muito mais eficiente do que 

as células B convencionais (ZHONG et al., 2007). Ha e colaboradores (2006) 

demonstraram que a sinalização por receptores do tipo Toll (TLRs) nas células B1 induz 

uma rápida, específica e transiente regulação da expressão 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 órgãos 

linfóides secundários tornando-se células produtoras de anticorpos de vida longa 

(BIKAH et al., 1996). Além da produção de citocinas, aumento da capacidade de 

apresentação de antígenos, e diferenciação em ASC, a expansão das células B1a também 

tem sido bastante associada à autoimunidade (HAYAKAWA et al., 1984, 1990; HARDY e 

HAYAKAWA, 1994; HARDY, 2006) 

Diante do exposto, entendemos ser necessária uma avaliação do efeito do veneno 

de Thalassophryne nattereri na diferenciação de linfócitos B. Primeiramente focamos nossa 

investigação na avaliação do desencadeamento da resposta imune de anticorpos de 

memória para em seguida avaliarmos a diferenciação de linfócitos B através da análise 

da expressão de moléculas de superfície específicas para distintas subpopulações em 

diferentes compartimentos. Esperamos com isso obter resultados que possam auxiliar no 

esclarecimento da maturação de células produtoras de anticorpos e sua sobrevivência, 

como também para o entendimento dos mecanismos de ação do veneno de T. nattereri o 

que conseqüentemente poderá possibilitar o desenvolvimento de tratamentos mais 

específicos e adequados. 
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2 OBJETIVO 

 

 

Avaliar a capacidade do veneno de T. nattereri na indução de resposta imune 

de memória em camundongos e principalmente a sua capacidade na indução da 

diferenciação de subtipos de células B em diferentes compartimentos (peritônio, baço 

e medula óssea). Também pretendemos determinar os fatores do micro-ambiente 

como as citocinas IL-5 e IL-17A na regulação deste processo. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

33..11  AAnniimmaaiiss  

 

Foram utilizados camundongos BALB/c machos, pesando entre 18 e 22 g 

fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan. Antes da realização dos 

experimentos, os animais foram mantidos em estantes ventiladas sob condições 

controladas de temperatura, umidade e iluminação (ciclo claro/escuro de 12 horas), com 

água e ração ad libitum. Os experimentos estão de acordo com os princípios éticos de 

experimentação animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) e aprovados pelas Comissões de Ética Animal do Instituto Butantan (505/08) e 

do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (046). 

 

33..22  OObbtteennççããoo  ddooss  ppeeiixxeess  ee  eexxttrraaççããoo  ddoo  vveenneennoo  

 
Para extração do veneno foram utilizados peixes da espécie T. nattereri, coletados 

em diferentes épocas do ano no estado de Alagoas, no encontro das águas da Lagoa 

Mundaú com a Praia de Barra Nova. As coletas dos peixes foram autorizadas pelo 

Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e de Recursos Naturais Renováveis (IBAMA, 

Licença Permanente para Coleta de Material Zoológico N°14693-1). A extração do 

veneno foi realizada através da compressão das glândulas na base dos espinhos forçando 

a expulsão do veneno (LOPES-FERREIRA et al., 1998). Logo após a extração, o veneno 

foi centrifugado e mantido à –20 ºC. 

 

33..33  DDoossaaggeemm  ddee  pprrootteeíínnaass  

 
A concentração de proteína no veneno foi determinada pelo método colorimétrico 

de Bradford (1976) usando como padrão soro albumina bovina (Sigma, Chemical 

Company; ST. Louis, MO, USA). A quantidade de veneno foi expressa pelo seu conteúdo 

protéico em mg/mL. 



  

33..44  PPrroottooccoolloo  ddee  iinndduuççããoo  ddee  rreessppoossttaa  iimmuunnee  ddee  mmeemmóórriiaa  

 
Camundongos BALB/c (n = 5) foram imunizados pela via intraperitoneal com o 

veneno de T. nattereri (10 µg) adsorvido em hidróxido de alumínio (1,6 mg) em um 

volume final de 500 µL de salina estéril por animal. Após 14 dias os animais receberam 

novamente a mesma quantidade de veneno sem adjuvante. Animais controle receberam 

apenas o adjuvante. Os animais foram sangrados pelo plexo oftálmico após 21, 28, 48, 74 

e 120 dias da primeira imunização para obtenção do sangue que foi centrifugado a 322g 

por 10 minutos à 10ºC e o plasma retirado foi estocado na diluição 1/5 a 4 ºC para 

dosagem de anticorpos. Em seguida, os animais foram mortos para obtenção das 

suspensões celulares do peritônio, do baço e da medula óssea femoral e identificação dos 

diferentes subtipos de linfócitos B nesses compartimentos. 

 

33..55  CCuullttuurraa  ddee  ccéélluullaass  eessppllêênniiccaass  

 
O baço dos animais imunizados ou não com o veneno foi retirado de forma estéril 

e em seguida submetido à maceração em homogeneizador com meio de cultura RPMI 

1640 para recuperação da suspensão celular. Este homogenato foi centrifugado a 309,5g 

durante 8 minutos à 4 ºC e submetido a lavagens e hemólise. O sobrenadante foi 

desprezado e as células foram ressuspensas em meio de cultura suplementado (RPMI 

1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado – SFB, 2 mM de L-glutamina, 

0.1% 2-mercaptoetanol, 0,1 mM de aminoácidos não-essenciais, 1 mM de piruvato de 

sódio e 0.1% de penicilina/estreptomicina). Os eventuais grumos foram retirados por 

sedimentação por 5 minutos no gelo e a viabilidade da suspensão celular obtida pela 

contagem em azul de Trypan. Uma parte das células foi marcada com anticorpos 

específicos para analise das sub-populações por citometria de fluxo e 6 x 106 células/poço 

foram cultivadas em meio RPMI suplementado na presença ou na ausência de veneno de 

T. nattereri (10 µg/poço) por 24, 48 e 72 horas a 37 ºC em atmosfera úmida contendo 5% 

de CO2. Após estes períodos de tempo, as placas foram centrifugadas a 309,5 g por 10 

minutos a 4 ºC e os sobrenadantes coletados e conservados à –20 ºC para dosagem de 

citocinas. 



  

33..66  OObbtteennççããoo  ddaass  ccéélluullaass  ddee  mmeedduullaa  óósssseeaa  

 
Para obtenção de células da medula óssea, os cordões medulares do fêmur dos 

camundongos imunizados ou controle foram desprendidos das trabéculas ósseas com 

meio RPMI 1640 com auxílio de agulha (24 ¾ G). As células foram centrifugadas a 309,5g 

por 8 minutos a 4 ºC, o sobrenadante coletado e as células ressuspensas em meio RPMI 

1640 suplementado. Após a lise das hemácias as células foram centrifugadas e 

ressuspensas novamente em PBS + 0.1 % BSA e marcadas com os diversos anticorpos 

específicos e analisadas por citometria de fluxo. 

 

33..77  OObbtteennççããoo  ddaass  ccéélluullaass  ddaa  ccaavviiddaaddee  ppeerriittoonneeaall  

 
Para obtenção das células do peritônio os animais imunizados e controle foram 

mortos e a cavidade peritoneal lavada com PBS +10 mM EDTA ou meio de cultura para 

obtenção da suspensão celular que foi centrifugada a 309,5g a 4 ºC, por 10 minutos. O 

sobrenadante foi separado e congelado à –20 oC para dosagem de citocinas, enquanto o 

botão celular foi ressuspenso em PBS + 0.1% BSA e marcados com os diversos anticorpos 

específicos e posteriormente analisado por citometria de fluxo. 

 

33..88  AAnnáálliissee  ffeennoottííppiiccaa  ddaass  ccéélluullaass  ppoorr  cciittoommeettrriiaa  ddee  fflluuxxoo  

 
Para avaliar as diferentes populações de células B as células dos diferentes 

compartimentos (baço, medula óssea e peritônio) foram incubadas primeiramente com o 

anticorpo purificado de rato IgG2bk anti-mouse CD16/CD32 por 30 minutos a 4 oC. Em 

seguida foi adicionado meio RPMI 1640 suplementado e submetido à centrifugação de 

309,5g por 8 minutos a 4 ºC. O sobrenadante celular foi desprezado e as células foram 

ressuspensas em meio RPMI 1640 e incubadas por 30 minutos à 4 ºC no escuro com os 

seguintes anticorpos (BD PharMingen, Oxford, UK) marcados com diferentes 

fluorocromos: controles isotípicos PE rat IgG2aκ, PE-Cy5 rat IgG2aκ, PE rat IgG2aκ e PE 

rat IgG2bκ ou os anticorpos PE rat IgG2bκ anti-mouse CD4, PE-Cy5 rat IgG2aκ anti-

mouse CD45R/B220, PE rat IgG2aκ anti mouse CD138, PE rat IgG2aκ anti-mouse CD5, 



  

PE goat anti-mouse Ig (especifico para IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3), e FITC rat IgG2aκ 

anti-mouse CD43. Após nova lavagem e centrifugação, as células foram ressuspensas em 

formaldeído a 1% e deixadas a 4 ºC até a leitura no citometro de fluxo FACsCalibur de 

três cores (BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA). Os eventos (10.000) foram adquiridos 

e analisados com o programa CellQuest Pro (BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA). As 

células foram analisadas inicialmente quanto ao tamanho (FSC) e a granulosidade (SSC) 

seguido de marcação específica e as células mortas foram dispensadas. Os resultados 

foram expressos como a média da porcentagem de células positivas para cada molécula 

avaliada acrescida do desvio padrão e os experimentos foram repetidos duas vezes. 

 

33..99  QQuuaannttiiffiiccaaççããoo  ddee  cciittoocciinnaass  

 
Os níveis das citocinas IL-1β, IL-6, TNFα, IL-4, IL-13, IL-5, IL-10, IL-17A e IFN-γ e 

da quimiocina KC no sobrenadante de cultura de células esplênicas, no lavado da 

cavidade peritoneal e no sobrenadante das células da medula óssea foram determinados 

por ELISA sanduíche. Microplacas (Costar, Cambridge, MA, USA) foram sensibilizadas 

por 18 h com anticorpos monoclonais específicos para cada citocina/quimiocina. Após 

lavagem e distribuição das amostras foram adicionados anticorpos específicos para as 

diferentes citocinas conjugados à biotina. Para a revelação da ligação, solução contendo 

conjugado enzimático de estreptoavidina-peroxidase, substrato e cromógeno foi 

adicionada. A reação de cor foi lida em espectrofotômetro a 450 nm. Curvas-padrão 

utilizando concentrações conhecidas das citocinas/quimiocina recombinantes foram 

realizadas para quantificação das amostras. O limite de detecção para IL-1β, TNFα, IL-6, 

IL-5, IL-4, IL-13, IL-10, IL-17A e IFN-γ foi de 7.8 pg/mL e de 15.6 pg/mL para quimiocina 

KC. Os resultados foram expressos como a média das concentrações das amostras de 

cada grupo acrescida do desvio-padrão. 

 

 

 



  

33..1100  EEnnssaaiioo  iimmuunnooeennzziimmááttiiccoo  ppaarraa  ddeetteeccççããoo  ddee  aannttiiccoorrppooss  

 
A dosagem de anticorpos foi realizada pelo ensaio imunoenzimático (ELISA) 

indireto. Para determinação de IgG1 e IgG2a, microplacas foram sensibilizadas com o 

veneno e posteriormente após incubação e lavagem, adicionadas dos plasmas em 

diluição previamente determinada. Para revelação foram adicionados anticorpos de 

detecção marcados com peroxidase específicos para IgG1 e IgG2a. Ao final, a reação foi 

revelada pela adição de 100 µL da mistura cromógena mais substrato da enzima (1 mg 

de OPD/mL em tampão citrato 0,2 M, pH 5,5 + H2O2 0,06%, por poço) e a reação 

interrompida pela adição de 50 µL de ácido cítrico 0,2 M por poço e leitura feita em 

espectrofotômetro a 490 nm. Curvas-padrão, utilizando concentrações conhecidas dos 

anticorpos murinos purificados foram realizadas para quantificação das amostras. Para a 

dosagem de IgE total usamos os anticorpos de captura e biotinilado anti-IgE de 

camundongo (BD Pharmingen). A quantidade de IgE total nas amostras foi calculada a 

partir da curva-padrão obtida com a IgE purificada (555248, BD Pharmingen). Os 

resultados foram expressos como a média das concentrações acrescida do desvio-padrão 

das amostras de cada grupo. 

 

33..1111  DDeetteerrmmiinnaaççããoo  ddee  IIggEE  vveenneennoo--eessppeeccííffiiccaa  ppoorr  rreeaaççããoo  ddee  aannaaffiillaaxxiiaa  ccuuttâânneeaa  ppaassssiivvaa  ––  

PPCCAA  

 
A determinação de anticorpos anafiláticos IgE veneno-específicos foi feita pela 

reação de PCA, segundo as técnicas descritas por Mota e colaboradores (1969). Assim, 

ratos depilados no dorso foram sensibilizados intradermicamente com diluições seriadas 

dos plasmas obtidos de camundongos imunizados com o veneno de T. nattereri ou 

controle. Após um período de 18 a 24 horas de sensibilização, os animais foram 

desafiados intravenosamente com azul de Evans a 0,25%, contendo 100 µg de veneno de 

T. nattereri. A leitura da reação foi feita 30 minutos após o desafio, observando-se o 

diâmetro da reação na pele invertida do animal. Os títulos de IgE foram expressos como 

a recíproca da maior diluição dos plasmas que resultou em uma reação positiva maior 

que 5 mm de diâmetro. Todos os testes foram feitos em triplicata e diferenças entre os 



  

títulos de PCA maiores que 2 vezes foram consideradas significativas (FOX et al., 1976; 

ISHIZAKA et al., 1976). 

 

33..1122  AAnnáálliissee  hhiissttoollóóggiiccaa  ee  iimmuunnoohhiissttooqquuíímmiiccaa  

 
Os baços dos animais imunizados ou não com o veneno foram retirados, lavados 

e fixados em formaldeido 4%. Em seguida foram embebidos em parafina e cortados a 2 

µm de espessura. Os cortes foram corados com hematoxilina eosina para visualização da 

morfologia esplênica utilizando microscópio óptico (Axio Imager A.1, Carl-Zeiss) com 

máquina fotográfica (Axion-cam IcC 1 – Zeiss) acoplada ao sistema. Para cada grupo 

quatro cortes de baço de cinco animais cada foram analisados. 

A detecção da presença de veneno e de células produtoras de anticorpos (Ig 

positivas) foi feita de acordo com D`Suze et al. (2004) com algumas modificações. Os 

cortes foram desparafinados, re-hidratados com PBS (2 x de 1 minuto) e fixadas com 

formaldeído a 3% por 1 hora a temperatura ambiente. Após novo ciclo de lavagens com 

PBS (3 x de 5 minutos) foi adicionada peróxido de hidrogênio a 3% em PBS para 

bloqueio da peroxidase endógena. Após 10 minutos de incubação a temperatura 

ambiente, os cortes foram lavados com PBS (3 x de 5 minutos) e incubados com solução 

de tripsina 0.1% adicionada de CaCl2 0.1%, por 10 minutos, seguido da adição de tripsina 

0.1% adicionada de HCl 4 M por 15 minutos a temperatura ambiente. A reação foi 

neutralizada pela adição de PBS Tween 0.1% + BSA 0.05%, por 10 minutos de incubação 

a temperatura ambiente. Os cortes foram em seguida lavados com PBS (3 x de 5 minutos) 

e incubados com tampão de permeabilização (Triton X-100 3% em NH4Cl 50 mM) por 5 

minutos. O excesso de reagente foi removido e os cortes incubados por 1 hora com soro 

com altos títulos de anticorpos específicos obtido de camundongos imunizados com o 

veneno T. nattereri na diluição de 1/40 em PBS + BSA 0,1% (para as lâminas de detecção 

indireta do veneno) ou com o anticorpo de cabra anti-Ig de camundongo marcado com 

HRP (ReD Systems) previamente diluído 1:1000 em PBS + BSA 0.1% (nos cortes para 

detecção de Ig) a temperatura ambiente em câmara úmida. Após a incubação com o 

primeiro anticorpo, os cortes para detecção do veneno foram lavados e incubados por 1 



  

hora com o segundo anticorpo de cabra anti-IgG de camundongo HRP (ReD Systems) 

diluído a 1:3000 em PBS + BSA 0.1%. A reação foi revelada usando o cromógeno 3’ 3’ 

diaminobenzidina (DAB) (Sigma) associado ao substrato da enzima H2O2 por 5 minutos 

no escuro. O controle da detecção do veneno foi feito utilizando soro de camundongo 

não imunizado. Os cortes foram contra-corados com hematoxilina eosina para 

visualização da morfologia esplênica utilizando microscópio óptico (Axio Imager A.1, 

Carl-Zeiss) com máquina fotográfica (Axion-cam IcC 1 – Zeiss) acoplada ao sistema.  

 

33..1133  TTrraattaammeennttoo  ddee  nneeuuttrraalliizzaaççããoo  ccoomm  aannttiiccoorrppooss  aannttii--IILL--55  ee  aannttii--IILL--1177AA  

 
Camundongos imunizados ou não com o veneno de T. nattereri de acordo com 

protocolo descrito (item 3.4) foram tratados por via intravenosa com 5 μg/animal, dos 

anticorpos IgG1 k de rato anti-IL-5 de camundongo (TRFK5, ReD Systems Europe Ltd., 

Barton Lane, Abingdon, UK) e anticorpos IgG1 k de rato anti-IL-17A de camundongo 

(clone eBio Tc11-18N10.1, ReD Systems Europe Ltd) ou controle isotípico GL113, 30 

minutos antes da imunização e da dose reforço. Os animais foram mortos nos dias 28 e 

74 para obtenção das suspensões celulares do peritônio, do baço e da medula óssea 

femoral e identificação dos diferentes subtipos de linfócitos B nesses compartimentos. 

 

33..1144  AAnnáálliissee  eessttaattííssttiiccaa  

 
As diferenças estatísticas entre os grupos experimentais foram detectadas após 

análise de variância (One-Way ANOVA), seguido do teste paramétrico Bonferroni. 

Todas as análises estatísticas foram realizadas no programa Prisma (Graph Pad 

Software) e as diferenças entre os grupos foram consideradas significativas para valores 

de p < 0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

 

44..11  CCaarraacctteerriizzaaççããoo  ddaa  rreessppoossttaa  iimmuunnee  ddee  mmeemmóórriiaa  iinndduuzziiddaa  ppeelloo  vveenneennoo  ddoo  TT..  nnaatttteerreerrii  

 

4.1.1 Indução de resposta imune de memória em camundongos 

 
Camundongos BALB/c que apresentam maior suscetibilidade ao 

desenvolvimento de resposta imune do tipo Th2 (McINTIRE et al., 2001; BOYCE e 

AUSTIN, 2005) foram imunizados com as proteínas do veneno de T. nattereri na presença 

de adjuvante. Os animais foram deixados, após uma segunda aplicação intraperitoneal 

de veneno, sem adjuvante, por um período de no mínimo 7 dias e no máximo 106 dias na 

ausência de estimulação antigênica para cronificação da resposta imune de acordo com 

McHeyzer-Williams e colaboradores (2000). Primeiramente focamos nossa investigação 

na avaliação de anticorpos de memória produzidos após 1 semana da re-estimulação 

para então avaliar a resposta persistente após 28, 48, 74 e 120 dias, como apresentado na 

Figura 1. 

Escolhemos analisar a resposta de anticorpos emergente aos antígenos do veneno 

como um modo de quantificar diretamente a atividade das células B de memória, ex vivo. 

Conforme apresentado na Figura 2, os resultados mostram uma produção alta e 

constante de anticorpos IgG1 veneno-específico (A) acompanhado por altos níveis de 

anticorpos IgE totais e específicos até 74 dias da imunização, os quais intensificaram 

fortemente após 120 dias (C e D). Níveis elevados de IgG2a veneno-específicos também 

são vistos a partir da primeira semana da re-estimulação antigênica, alcançando um 

nível máximo em 74 dias, porém diminuíram em 120 dias (B). Até 74 dias observamos 

que o veneno promoveu uma resposta crescente de anticorpos IgG2a e constante de IgG1 

e de IgE. Após 120 dias observamos uma super-produção de IgE, queda nos níveis de 

IgG2a e manutenção dos níveis de IgG1, mostrando uma razão positiva para IgG2a/IgE 

até 74 dias e mudança para IgE/IgG2a após 120 dias. 



  

Além da capacidade de produzir anticorpos específicos para o veneno, outro 

aspecto analisado que está ligado à formação de memória imunológica é a alteração na 

morfologia do baço, um órgão linfóide secundário considerado centro de proliferação de 

linfócitos e produção de anticorpos de alta afinidade. De acordo com a Figura 3A 

podemos observar que a imunização com o veneno promoveu esplenomegalia a partir 

da primeira semana do desafio intraperitoneal com o antígeno alcançando 3 vezes o 

tamanho original após 74 dias da imunização e retornando ao tamanho normal dos 

animais controle em 120 dias. A hipermegalia foi acompanhada de intensa proliferação 

celular com o dobro de células após 21 dias e chegando a 4 vezes mais após 74 dias. No 

dia 120, apesar do baço dos animais imunizados já apresentarem tamanho normal, o 

número total de células esplênicas ainda permaneceu significativamente maior em 

relação ao controle (Figura 3B). Além disso, as zonas do baço típicas de células B nos 

folículos linfóides foram alteradas com a resposta imune persistente ao veneno, levando 

a uma crescente expansão dos centros germinativos, maiores e mais populosos (indicado 

por setas, Figura 4). 

A presença de células B positivas para imunoglobulinas (Ig+) dentro destes 

centros germinativos também foi avaliada como um modo de confirmar a 

expansão/diferenciação de células B após a imunização com o veneno. Na Figura 5 

observamos um aumento expressivo nas células Ig+ (corados de marrom) nas regiões 

dos centros germinativos de animais imunizados com o veneno (B-F) principalmente 

após 48 dias da imunização (D) se comparado às regiões dos centros germinativos de 

animais controle (A). 

Previamente, baseado nos achados que o veneno induz diminuição na expressão 

de B220 pelas células B esplênicas sugerimos que o veneno seria capaz de induzir a 

diferenciação de células produtoras de anticorpos de longa vida - ASC (GRUND et al., 

2006). Aqui neste trabalho, utilizando um modelo de resposta imune de memória 

quantificamos a porcentagem de células B positivas ou negativas para a molécula 

CD45R/B220 no compartimento de resposta efetora (peritônio), de memória (baço) e de 

manutenção de células de longa vida (medula óssea). Nossos resultados mostram que 

em todos os compartimentos o veneno induziu ambos os subtipos celulares, negativo e 



  

positivo; e confirmam principalmente no baço a presença de grande número de células B 

negativas para B220 entre 28 e 48 dias da imunização (Figura 6B). Além disso, o veneno 

induziu aumento no número dessas células B220neg na cavidade peritoneal e na medula 

óssea somente em 120 dias (Figura 6A e 6C). 

 

4.1.2 Análise dos subtipos de linfócitos B induzidos pelo veneno de T. nattereri 

 
Uma vez que o fenótipo celular pode providenciar indicações de funções 

celulares, analisamos os subtipos de linfócitos B usando anticorpos para B220 (anti–B cell 

isoform de CD45R), CD43, CD138 (anti-sindecan-1) e CD5 para identificação de linfócitos 

B de vida longa (ASC) e linfócitos B1a. 

 

4.1.2.1 Linfócitos B B1a 

 
As células B maduras podem apresentar-se como células B B1 ou B2, que se 

distinguem por apresentarem diferentes moléculas de superfície, localização anatômica, 

capacidade de auto-reabastecimento e repertório de anticorpos produzidos. As células 

B1 podem ser subdivididas em B1a e B1b por expressarem marcadores de superfície 

semelhantes, diferenciando-se pela expressão de CD5 e pela cadeia alfa do receptor de 

IL-5 (IL-5Rα) nas células B1a (HARDY e HAYAKAWA, 1994). 

Alterações significativas com relação a essa população de linfócito B B1a 

ocorreram nos três compartimentos analisados: na Figura 7A observa-se uma expansão 

peritoneal somente em 28 e 48 dias (2,46% e 3,05%, respectivamente) e no baço um maior 

número destas células foi visto em 21, 28 e em 74 dias (9,72%, 8,48% e 5,45%; 

respectivamente) (Figura 7B). Embora poucas células B1a tenham sido observadas na 

medula óssea dos animais imunizados com o veneno nos dias 21, 28 e 120 (Figura 7C), 

este compartimento mostrou-se o reservatório deste subtipo celular em 120 dias. 

 

 

 



  

4.1.2.2 Linfócitos B de memória secretores de anticorpos de longa vida (ASC) 

 
Diversos trabalhos focam o estudo de células B de memória secretoras de 

anticorpos de longa vida (ASC) principalmente na medula óssea após a re-estimulação 

(SLIFKA et al., 1995; SMITH et al., 1996; MANZ et al., 1997 e 1998). Para caracterizar a 

resposta de memória montada para o veneno, quantificamos as ASC nos três 

compartimentos, de acordo com a expressão de B220, CD43 e CD138 por até 120 dias. 

Observamos a presença de no mínimo três populações que variavam quando a expressão 

de B220 e CD43. 

No peritônio, células ASC CD138pos foram observadas em grande número em 21 e 

120 dias com o fenótipo B220high CD43high (Figura 8A), em 21, 48 e 120 dias com o fenótipo 

B220low CD43low (Figura 8B) e em 21, 74 e principalmente em 120 dias com o fenótipo 

B220neg CD43low (Figura 8C). 

No baço, as células de longa vida CD138pos com o fenótipo B220high CD43high 

apareceram após 21, 28 e principalmente 120 dias (Figura 9A), com o fenótipo B220low 

CD43high em 21, 28, 74 e principalmente 120 dias e com o fenótipo B220neg CD43high em 48 

e principalmente 74 dias (Figura 9C). 

Na medula observamos uma expansão de células ASC CD138pos com o fenótipo 

B220high CD43high em 48 e em 120 dias (Figura 10A), com o fenótipo B220low CD43low entre 

21 e 48 e em120 dias (Figura 10B), sendo as células com o fenótipo B220neg CD43low vistas 

entre 21 e 48 dias (Figura 10C). 

Em conjunto, estes resultados mostram que: a) no peritônio os três fenótipos de 

células ASC CD138pos se mantiveram por 120 dias e em maior número o fenótipo B220neg 

CD43low, no baço os fenótipos B220high CD43high e B220low CD43high permanecem por até 

120 dias em igual número; e na medula também as células ASC positivas para B220 (high 

ou low) se mantiveram por 120 dias, porém em maior número do fenótipo B220low 

CD43low; b) em resposta ao veneno o peritônio e o baço são os maiores reservatórios 

crônicos de células B de memória secretoras de anticorpos de longa vida (ASC). 



  

BALB/c, machos (n=5/grupo)

Análises

1. Anticorpos no plasma

2. Células e citocinas no peritônio

3. Células e citocinas no baço

4. Células e citocinas na medula
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Figura 1 – Protocolo de indução de resposta imune de memória em camundongos pelo veneno de 
T. nattereri. BALB/c machos (n = 5) foram imunizados pela via intraperitonial com o 

veneno de T. nattereri adsorvido em adjuvante em um volume final de 500 µL por animal. 

Após 14 dias os animais receberam a mesma quantidade de veneno sem adjuvante. 

Animais controle receberam apenas o adjuvante no dia 0. Os animais foram sangrados 

pelo plexo oftálmico em diferentes períodos de tempo após a imunização para obtenção do 

plasma para dosagem de anticorpos. Em seguida, os animais foram mortos para obtenção 

das suspensões celulares da cavidade peritoneal, do baço e da medula óssea femoral e 

posterior identificação dos diferentes subtipos de linfócitos B nesses compartimentos.
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Figura 2 – Níveis plasmáticos de anticorpos IgG1, IgG2a e IgE. Após 21, 28, 48, 74 e 120 dias da 

imunização com o veneno de T. nattereri os animais foram sangrados para obtenção do 

plasma para dosagem dos anticorpos IgG1 (A) e IgG2a (B) veneno-específicos e IgE total 

(C) por Elisa. Anticorpos IgE específicos foram determinados por PCA (D). Os títulos de 

PCA representam a recíproca da maior diluição do pool de plasmas que apresentaram uma 

reação cutânea positiva com diâmetro > 5 mm. As barras representam a média de 

diferentes amostras acrescida do desvio-padrão. *p < 0,05 em relação ao controle.
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Figura 3 – Esplenomegalia induzida pela imunização com o veneno de T. nattereri. Fotos 

representativas dos baços dos animais imunizados ou não com veneno de T. nattereri

obtidos após 21, 28, 48, 74 e 120 dias (A). O baço foi processado para obtenção da 

suspensão celular utilizada para contagem dos leucócitos com Azul de tripan em câmera 

de Neubauer (B). Cada barra representa a média do grupo acrescida do desvio-padrão. *p
< 0,05 em relação ao controle.
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Figura 4 – Análise histológica do baço de animais imunizados com o veneno de T. nattereri. Os 

baços de animais imunizados com o veneno de T. nattereri (B-F) ou injetados apenas 

com hidróxido de alumínio(A) foram coletados após 21, 28, 48, 74 e 120 dias. Os órgãos 

foram cortados a 2 µm de espessura, parafinizados e corados com hematoxilina- eosina

(HE) para análise.
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Figura 5 – Imunolocalização de linfócitos B produtores de imunoglobulinas em células esplênicas 
de animais imunizados com o veneno de T. nattereri . Baços coletados após 21, 28, 48, 

74 e 120 dias (B-F) da imunização com o veneno deT. nattereri foram cortados,

parafinizados e marcados com anticorpo anti-Ig de camundongo. Animais que receberam 

somente hidróxido de alumínio foram considerados controle (A). As células foram contra-

coradas com hematoxilina-eosina (HE) e visualizadas ao microscópio óptico.
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Figura 6 – Porcentagem de células B B220 positivas ou negativas nos compartimentos peritoneal, 
esplênico e medular de animais imunizados com o veneno T. nattereri. O lavado da 

cavidade peritoneal(A), o baço (B) e a medula óssea femoral (C) foram coletados após 21, 

28, 48, 74 e 120 dias da imunização com o veneno de T. nattereri para obtenção da 

suspensão celular que foi processada para marcação das células com os anticorpos anti-Ig e 

anti-CD45R/B220 e analisadas por citometria de fluxo. Células Ig positivas foram 

analisadas quanto a expressão de CD45R/B220. Os números representam a média das 

porcentagens de células acrescida do desvio-padrão. Os dados são representativos de dois  

experimentos independentes. *p < 0,05 em relação ao controle.
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Figura 7 – Porcentagem de células B1a CD5pos nos compartimentos peritoneal, esplênico e 
medular de animais imunizados com o veneno T. nattereri. O lavado da cavidade

peritoneal(A), o baço (B) e a medula óssea femoral (C) foram coletados após 21, 28, 48, 

74 e 120 dias da imunização com o veneno de T. nattereri para obtenção da suspensão 

celular que foi processada para marcação das células com os anticorpos anti-CD4 FITC, 

anti-CD45R/B220 PECy5 e anti-CD5 PE e analisadas por citometria de fluxo. Células 

CD4 negativas B220 positivas foram analisadas quanto a expressão de CD5. Os números 

representam a média das porcentagens de células positivas acrescida do desvio-padrão. 

Os dados são representativos de dois  experimentos independentes. * p < 0,05 em relação 

ao controle.
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Figura 8 – Porcentagem de células B de memória de vida longa (ASC) na cavidade peritoneal de 
animais imunizados com o veneno T. nattereri. A cavidade peritoneal foi lavada após 21, 

28, 48, 74 e 120 dias da imunização para coleta da suspensão celular que foi processada 

para marcação das células com os anticorpos anti-CD43 FITC, anti-CD45R/B220 PECy5, 

anti-CD138 PE e analisadas por citometria de fluxo. Os números representam a média das 

porcentagens de células positivas acrescida do desvio-padrão. Os dados são representativos 

de dois  experimentos independentes. *p < 0,05 em relação ao controle.
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Figura 9 – Porcentagem de células B de memória de vida longa (ASC) no baço de animais 
imunizados com o veneno T. nattereri. O baço foi coletado após 21, 28, 48, 74 e 120 dias 

da imunização para coleta da suspensão celular que foi processada para marcação das 

células com os anticorpos anti-CD43 FITC, anti-CD45R/B220 PECy5, anti-CD138 PE e 

analisadas por citometria de fluxo. Os números representam a média das porcentagens de 

células positivas acrescida do desvio-padrão. Os dados são representativos de dois  

experimentos independentes. *p < 0,05 em relação ao controle.



  

  

(A)  Células B220high CD43high CD138+

(C)  Células B220neg CD43low CD138+
(B)  Células B220low  CD43low CD138+

Controle 21d 28d 48d 74d 120d

0

5

10

15

*
*

%
 c
él
u
la
s 
B
 C
D
13
8
po
s/

to
ta
l 
n
o
ga
te
 B
22
0
h
ig
h C
D
43
h
ig
h

Controle 21d 28d 48d 74d 120d

0

10

20

30

40

*
*

*

*
%
 c
él
u
la
s 
B
 C
D
13
8
po
s/

to
ta
l 
n
o
ga
te
 B
22
0
lo
w C
D
43
lo
w

Controle 21d 28d 48d 74d 120d

0

10

20

30

40

50
*

*

*

%
 c
él
u
la
s 
B
 C
D
13
8
po
s/

to
ta
l 
n
o
ga
te
 B
22
0
ne
g C
D
43
lo
w

Figura 10 – Porcentagem de células B de memória de vida longa (ASC) na medula óssea de 
animais imunizados com o veneno T. nattereri. A medula óssea femoral foi coletada 

após 21, 28, 48, 74 e 120 dias da imunização para coleta da suspensão celular que foi 

processada para marcação das células com os anticorpos anti-CD43 FITC, anti-

CD45R/B220 PECy5, anti-CD138 PE e analisadas por citometria de fluxo. Os números 

representam a média das porcentagens de células positivas acrescida do desvio-padrão. 

Os dados são representativos de dois  experimentos independentes. *p < 0,05 em relação 

ao controle.



  

44..22  AAnnáálliissee  ddooss  ffaattoorreess  eennvvoollvviiddooss  nnaa  mmaannuutteennççããoo  ddaa  mmeemmóórriiaa  

 

4.2.1 Citocinas e quimiocinas induzidas na resposta de memória para o veneno de T. nattereri 

 

Recentes evidências sugerem que a longevidade de linfócitos B é dependente de 

citocinas presentes nos compartimentos de memória (SZE et al., 2000; CASSESE et al., 

2003). Assim, avaliamos os níveis de diferentes citocinas inflamatórias ou geradas por 

linfócitos T na medula e também no peritônio e no baço dos animais com resposta imune 

crônica ao veneno. Nossos resultados na Figura 11 mostram a produção pelas células 

peritoneais de altos níveis de KC e persistentes por até 120 dias, e de IL-1β e TNF-α 

somente durante as 2 primeiras semanas após a re-estimulação com o veneno. IL-6 não 

foi produzida de forma significativa pelas células peritoneais em resposta ao veneno. 

A imunização dos animais com o veneno induziu pelas células esplênicas (Figura 

12) a produção de KC somente em 28 dias, de IL-1β e TNF-α por até 48 dias, sendo que 

120 dias após imunização altos níveis de TNF-α voltaram a ser detectados. E ao contrário 

das células peritoneais, as esplênicas produziram IL-6 por até 2 semanas após a re-

estimulação com o veneno, re-aparecendo 120 dias após imunização. 

Com relação à produção das citocinas e quimiocinas inflamatórias sintetizadas na 

medula óssea, os nossos resultados na Figura 13 mostram que o veneno induziu a síntese 

de KC, IL-1β e TNF-α somente nas 2 primeiras semanas após a re-estimulação com o 

veneno. Neste compartimento também não foi observada a produção de IL-6. 

Em conjunto, os resultados das citocinas e quimiocinas inflamatórias mostram 

que: i) quanto à concentração: o veneno induziu a síntese de níveis aproximados nos 

diferentes compartimentos, exceto IL-6 que foi somente produzida pelas células 

esplênicas; ii) e quanto a duração: o veneno induziu níveis persistente de KC no local de 

resposta efetora (peritônio) e IL-6 e TNF-α no baço. 

Considerando estudos anteriores que mostram que o veneno é capaz de induzir 

uma resposta imune especifica mista caracterizada pela ativação de ambos os clones de 

linfócitos Th1 e Th2, com acentuada produção das citocinas IL-5 e IFN-γ (GRUND et al., 

2006) avaliamos além destas a síntese das citocinas IL-4, IL-13, IL-17A e IL-10 nos 



  

diferentes compartimentos. Podemos observar pelas Figuras 14, 15, 16 que o veneno 

induziu altos, semelhantes e persistentes níveis de IL-5 no peritônio e baço e somente até 

74 dias na medula óssea; a produção de IL-17A foi persistente e alta somente no baço, 

aparecendo no peritônio e na medula após 48 dias da imunização; IFN-γ no peritônio foi 

produzida somente em 21 dias e no baço em 21, 48 e em 120 dias. Níveis persistentes por 

até 74 dias de IL-10 foram produzidos pelas células esplênicas, porém na medula óssea 

esta citocina foi somente observada em 48 dias após a imunização. Não houve produção 

significativa de IL-4 ou de IL-13 pelas células dos três compartimentos em nenhum 

período avaliado. Em resumo, podemos dizer que a resposta de memória ao veneno se 

dá pela persistente produção de IL-5 pelas células do peritônio e de IL-5, IL-17A e IFN-γ 

pelas células do baço. 

 

4.2.1 Análise da presença do veneno de T. nattereri no baço 

 
Além do envolvimento das citocinas na diferenciação de subtipos de células B, 

tem sido propostos e ainda discutidos outros mecanismos para explicar a produção 

persistente de anticorpos e o papel das células de vida longa na manutenção da resposta 

imunológica de memória (SLIFKA e AHMED, 1998). Traggiai e colaboradores (2003) 

reportaram os três principais mecanismos que sustentam os níveis séricos de anticorpos: 

1) existência de células de longa vida; 2) ativação policlonal de células B de memória e 3) 

a persistência do antígeno, retido na forma de imunocomplexos na superfície de células 

dendríticas foliculares de origem mesenquimal (FDCs). 

As FDCs estão localizadas no córtex, região denominada de área dependente de 

células B, nos folículos linfóides de órgãos como baço e linfonodos. Elas mantêm uma 

rede tridimensional estável que capturam e retêm por anos o complexo antígeno-

anticorpo em organelas denominadas de icossomos. As FDCs são as grandes 

responsáveis pela apresentação de antígenos aos linfócitos B, participando da sua 

ativação e regulando a sobrevida pela indução de morte por apoptose (TEW et al., 1997; 

IMAI et al., 1998). 



  

Os resultados na Figura 17 mostram que a resposta de memória ao veneno é 

caracterizada pela sua retenção a partir de 21 dias e com um pico em entre 28 e 48 dias (C 

e D), mantendo-se presente por até 120 dias da imunização na zona clara do centro 

germinativo, local rico em FDCs, onde ocorrerá seleção de clones de células B que 

expressam BCR de alta afinidade, seguindo por hipermutação somática. 
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Figura 11- Citocinas inflamatórias e quimiocinas produzidas pelas células peritoneais em 
resposta à imunização com o veneno de T. nattereri. A cavidade peritoneal foi lavada 

após 21, 28, 48, 74 e 120 dias da imunização para coleta da suspensão celular que foi 

processada para determinação da presença de KC, IL-1β, TNF-α, IL-6 por ELISA. O 

limite de detecção para IL-1β, TNF-α, IL-6 foi de 7.8 pg/mL e de 15.6 pg/mL para KC. 

Cada barra representa a média do grupo acrescida do desvio-padrão. Os dados são 

referentes a dois experimentos independentes. *p < 0,05 em relação ao controle.
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Figura 12- Citocinas inflamatórias e quimiocinas produzidas pelas células esplênicas em resposta 
à imunização com o veneno de T. nattereri. O baço foi coletado após 21, 28, 48, 74 e 120 

dias da imunização para obtenção da suspensão celular que foi re-estimulada in vitro na 

presença do veneno por até 72 h. O sobrenadante foi coletado para determinação da 

presença de KC, IL-1β, TNF-α, IL-6 por ELISA. O limite de detecção para IL-1β, TNF-α,

IL-6 foi de 7.8 pg/mL e de 15.6 pg/mL para KC. Cada barra representa a média do grupo 

acrescida do desvio-padrão. A linha tracejada representa a média das citocinas avaliadas no

sobrenadante das células do grupo controle sem estimulação. Os dados são referentes a dois 

experimentos independentes. *p < 0,05 em relação ao controle.
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Figura 13 – Citocinas inflamatórias e quimiocinas produzidas pelas células da medula óssea em 
resposta à imunização com o veneno de T. nattereri. A medula óssea femural foi 

coletada após 21, 28, 48, 74 e 120 dias da imunização para obtenção da suspensão celular 

que foi processada para determinação da presença de KC, IL-1β, TNF-α, IL-6 por 

ELISA. O limite de detecção para IL-1β, TNF-α, IL-6 foi de 7.8 pg/mL e de 15.6 pg/mL

para KC. Cada barra representa a média do grupo acrescida do desvio-padrão. Os dados 

são referentes a dois experimentos independentes. *p < 0,05 em relação ao controle.
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Figura 14 – Níveis das citocinas IL-5, IL-10, IFN-γγγγ e IL-17A produzidas pelas células peritoneais
em resposta à imunização com o veneno de T. nattereri. A cavidade peritoneal foi 

lavada nos dias após 21, 28, 48, 74 e 120 da imunização para coleta da suspensão celular 

que foi processada para determinação da presença das citocinas por ELISA. O limite de 

detecção para citocinas foi de 7.8 pg/mL. Cada barra representa a média do grupo 

acrescida do desvio-padrão. Os dados são referentes a dois experimentos independentes. 

* p < 0,05 em relação ao controle.
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Figura 15 – Níveis das citocinas IL-5, IL-10, IFN-γγγγ e IL-17A produzidas pelas células esplênicas 
em resposta à imunização com o veneno de T. nattereri. O baço foi coletado nos após 

dias 21, 28, 48, 74 e 120 da imunização para obtenção da suspensão celular que foi 

cultivada na presença de veneno de T. nattereri por até 72 h. As citocinas foram avaliadas 

no sobrenadante celular por ELISA. O limite inferior de detecção foi de 7,8 pg/mL. Cada 

barra representa a média do grupo acrescida do desvio-padrão. A linha tracejada 

representa a média das citocinas avaliadas no sobrenadante das células do grupo controle 

sem estimulação. Os dados são referentes a dois experimentos independentes. *p < 0,05 

em relação ao controle.
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Figura 16 – Níveis das citocinas IL-5, IL-10, IFN-γγγγ e IL-17A produzidas pelas células da medula 
óssea em resposta à imunização com o veneno de T. nattereri. A medula óssea femural

foi coletada após nos dias 21, 28, 48, 74 e 120 da imunização para obtenção da suspensão 

celular que foi processada para determinação da presença de citocinas por ELISA. O 

limite de detecção para citocinas foi de 7.8 pg/mL. Cada barra representa a média do 

grupo acrescida do desvio-padrão. Os dados são referentes a dois experimentos 

independentes. * p < 0,05 em relação ao controle. IFN-γ não foi detectada em nenhum dos 

grupos analisados.
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Figura 17 – Presença do veneno de T. nattereri no baço de animais imunizados.Baços coletados 

após 21, 28, 48, 74 e 120 dias da imunização com o veneno deT. nattereri foram 

cortados a 2 µm de espessura, parafinizados e  marcados com anticorpos anti-veneno de T. 

nattereri produzidos em camundongos. As células foram contra-coradas com 

hematoxilina-eosina (HE) e visualizadas ao microscópio óptico.
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4.3.1 Resposta imune de memória induzida pelo veneno de T. nattereri após tratamento 

 
Recentemente, Cassese e colaboradores (2003) demonstraram o envolvimento de 

fatores do micro-ambiente como IL-5, IL-6, TNFα e SDF-1 na regulação de células ASC. 

Já nossos resultados demonstram que além destas, a quimiocina KC e as citocinas IL-5 e 

IL-17A podem também suportar a sobrevivência das células ASC, uma vez que ocorreu a 

produção persistente nos três compartimentos. Com o objetivo de estudarmos o papel 

das citocinas derivadas de linfócitos T (IL-5 e IL-17A) na diferenciação de células B 

induzida pelo veneno e na tentativa de melhor esclarecer o complexo processo de 

diferenciação e sobrevivência das ASCs, tratamos os animais com anticorpos anti-IL-5 e 

anti-IL-17A, 30 minutos antes da imunização e da dose reforço com o veneno de T. 

nattereri (Figura 18) e analisamos os animais em 28 e 74 dias. 

Como representado na Figura 19A e B, o tratamento com ambos os anticorpos 

neutralizantes diminuiu a produção de IgG1 e IgG2a veneno-específicos em 28 dias, e em 

74 dias após a imunização somente o tratamento com os anticorpos anti-IL-5 reduziram 

discretamente os níveis de IgG1 veneno-especificos. A síntese de IgE total foi somente 

afetada pelo tratamento com os anticorpos anti-IL-5 em 28 dias (Figura 19C), porém 

animais tratados com ambos os anticorpos não produziram IgE veneno-específica 

(Figura 19D). 

Ademais, a análise do baço mostrou que o tratamento com ambos os anticorpos 

não foi capaz de reverter a esplenomegalia (Figura 20A) ou a formação de centros 

germinativos (Figura 21) induzidos pelo veneno, sugerindo uma dissociação entre o 

aumento de tamanho do baço e a presença destas citocinas. No entanto, a ausência das 

citocinas IL-5 e IL-17A induziram uma diminuição no número total de esplenócitos em 

74 dias, quando comparado aos animais imunizados, tratados ou não com o anticorpo 

controle GL113 (Figura 20B) e diminuiu o número de células B Igpos induzidas pelo 

veneno tanto 28 quanto 74 dias após a imunização (Figura 22). 



  

4.3.2 Análise da diferenciação de linfócitos B induzida pelo veneno de T. nattereri após tratamento 

com anticorpos neutralizantes 

 

4.3.2.1 Linfócitos B1a 

 
Com relação à população de células B B1a verificamos uma grande expansão 

peritoneal e medular em camundongos tratados com ambos os anticorpos, nos dois 

períodos de tempo se comparados aos animais imunizados e tratados com o anticorpo 

controle GL113 (Figura 23 A e C). Ao contrário, no baço a população de células B1a 

induzida pelo veneno diminuiu drasticamente após os tratamentos (Figura 23B). 

 

4.3.2.2 Linfócitos B de memória secretores de anticorpos de longa vida (ASC) 

 
Os animais imunizados com o veneno, como descrito anteriormente, 

apresentavam no mínimo três populações celulares que variavam quando à expressão de 

B220 (high, low e negativas). Verificamos que no peritônio o tratamento com ambos os 

anticorpos induziu nos dois períodos de tempo somente a subpopulação de ASC B220high 

CD43high, sendo o tratamento com anti-IL-5 potente na indução de elevado número 

destas células em 74 dias (Figura 24). 

No baço, após o tratamento observamos uma maior porcentagem de ASC B220high 

CD43high em 28 e 74 dias (Figura 25A) e de ASC B220low CD43high em 74 dias (Figura 25B). 

Ao contrário, uma diminuição da população ASC B220low CD43high foi vista em 28 dias 

(Figura 25B) e de B220neg CD43high em 74 dias (Figura 25C). 

Na medula óssea, ambos os tratamentos induziram aumento somente em 28 dias 

das populações de ASC B220high CD43high (Figura 26A) e ASC B220low CD43low (Figura 

26B) e uma nova população de ASC com fenótipo B220high CD43low foi induzida nos dois 

tempos pelo tratamento com anti-IL-5 (Figura 26C). 



  

 

BALB/c, machos (n=5/grupo)

Análises

Dias

Tratamento

(i.v) 1 µg de anticorpos anti-IL-5 ou 
anti-IL-17A  

30 min antes imunização e desafio

(i.p.) 10 µg veneno
+

1,6 mg de Al(OH)3

(i.p.) 10 µg 
veneno

0

Imunização

14 28 74

Análises

1. Anticorpos no plasma

2. Células no peritônio

3. Células no baço

4. Células na medula

Figura 18 – Protocolo de neutralização das citocinas IL-5 e IL-17A em animais imunizados com 
o veneno de T. nattereri. Camundongos imunizados com o veneno de T. nattereri foram 

tratados via intravenosa com 1 µg/animal dos anticorpos neutralizantes anti-IL-5 ou anti-

IL-17A, 30 minutos antes da imunização e da dose reforço. Animais controle receberam 

apenas o veneno e foram tratados com anticorpo controle GL113. Os animais foram 

mortos para obtenção das suspensões celulares da cavidade peritoneal, do baço e da 

medula óssea femoral para posterior identificação dos diferentes subtipos de linfócitos B 

nesses compartimentos.
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Figura 19 – Níveis plasmáticos de anticorpos IgG1, IgG2a e IgE após neutralização de IL-5 e IL-
17A em animais imunizados com o veneno de T. nattereri. Os animais imunizados 

com o veneno e tratados com os anticorpos anti-IL-5 ou anti-IL-17A foram sangrados 

após 28 ou 74  dias da imunização para obtenção do plasma para dosagem dos anticorpos 

IgG1 (A) e IgG2a (B) veneno-específicos e IgE total (C) por Elisa. Anticorpos IgE

específicos foram determinada por PCA 74 dias após imunização (D). Os títulos de PCA 

representam a recíproca da maior diluição do pool de plasmas que apresentaram uma 

reação cutânea positiva com diâmetro > 5 mm. As barras representam a média de 

diferentes amostras acrescida do desvio-padrão. *p < 0,05 em relação ao controle e #p < 

0,05 em relação ao grupo veneno.
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Figura 20 – Avaliação de esplenomegalia após a neutralização de IL-5 e IL-17A em animais 
imunizados com o veneno de T. nattereri. Os animais imunizados com o veneno e 

tratados com os anticorpos anti-IL-5 ou anti-IL-17A tiveram os baços removidos nos 

dias 28 e 74  após a imunização para observação de esplenomegalia (A) ou contagem do 

número de leucócitos (B). Cada barra representa a média do grupo acrescida do desvio-

padrão. Os dados são representativos de dois  experimentos independentes. *p < 0,05 em 

relação aos animais que receberam somente adjuvante e #p < 0,05 em relação aos 

animais imunizados com o veneno.
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Figura 21 – Análise histológica do baço de animais imunizados com o veneno de T. nattereri após 
o tratamento com anticorpos anti-IL-5 ou anti-IL-17A. Os baços foram coletados após 

28 ou 74 dias para realização de análise histológica. O órgão foi cortado a 2 µm de 

espessura, parafinizado e corado com hematoxilina- eosina (HE).
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Figura 22 - Imunolocalização em células esplênicas de linfócitos B produtores de imunoglobulinas 
após neutralização de IL-5 e IL-17A.Os animais imunizados com o veneno e tratados 

com os anticorpos anti-IL-5 ou anti-IL-17A tiveram os baços coletados após 28 ou 74 dias 

da imunização com o veneno deT. nattereri para processamento e marcação com o

anticorpo anti-Ig de camundongo. As células foram contra-coradas com hematoxilina-

eosina (HE) e visualizadas ao microscópio óptico.
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Figura 23 – Porcentagem de células B1a CD5pos nos compartimentos peritoneal (A), esplênico (B) 
e medular (C) de animais tratados com os anticorpos anti-IL-5 e anti-IL-17A. Os 

animais imunizados com o veneno foram tratados com 1 µg/animal dos anticorpos anti-

IL-5 e anti-IL-17A 30 minutos antes da imunização e da dose reforço. As células foram 

coletadas após 28 ou 74 dias da imunização com veneno de T. nattereri e marcadas com 

os anticorpos anti-CD4 FITC, anti-CD45R/B220 PECy5 e anti-CD5 PE e analisadas por

citometria de fluxo. Os números representam a média das porcentagens de células 

positivas acrescida do desvio-padrão. Os dados são representativos de dois  experimentos 

independentes *p < 0,05 em relação aos animais que receberam somente adjuvante e #p < 

0,05 em relação aos animais imunizados com o veneno.
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Figura 24 – Porcentagem de células B de memória de vida longa (ASC) na cavidade peritoneal
de animais tratados com os anticorpos anti IL-5 e anti IL-17A. Os animais 

imunizados com o veneno foram tratados com 1 µg/animal dos anticorpos anti-IL-5 ou 

anti-IL-17A, 30 minutos antes da imunização e da dose reforço. A cavidade peritoneal foi 

lavada nos dias 28 e 74 após a imunização e as células marcadas com os anticorpos anti-

CD43 FITC, anti-CD45R/B220 PECy5, anti-CD138 PE e analisadas por citometria de 

fluxo. Os números representam a média das porcentagens de células positivas acrescida 

do desvio-padrão. Os dados são representativos de dois  experimentos independentes. *p
< 0,05 em relação aos animais que receberam somente adjuvante e #p < 0,05 em relação 

aos animais imunizados com o veneno.
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Figura 25 – Porcentagem de células B de memória de vida longa (ASC) no baço de animais 
tratados com anticorpos anti IL-5 e anti IL-17A. Os animais imunizados com o 

veneno e tratados com os anticorpos anti-IL-5 e anti-IL-17A tiveram os baços coletados 

nos dias 28 e 74 após a imunização para obtenção da suspensão celular e marcação com 

os anticorpos anti-CD43 FITC, anti-CD45R/B220 PECy5, anti-CD138 PE e analisadas 

por citometria de fluxo. Os números representam a média das porcentagens de células 

positivas acrescida do desvio-padrão. Os dados são representativos de dois  experimentos 

independentes. *p < 0,05 em relação aos animais que receberam somente adjuvante e #p
< 0,05 em relação aos animais imunizados com o veneno.
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Figura 26 – Porcentagem de células B de memória de vida longa (ASC) na medula óssea de 
animais tratados com os anticorpos anti IL-5 e anti IL-17A. Os animais imunizados 

com o veneno e tratados com os anticorpos neutralizantes anti-IL-5 e anti-IL-17A 

tiveram a  medula óssea femoral coletada nos dias 28 e 74 após a imunização e as células 

marcadas com os anticorpos anti-CD43 FITC, anti-CD45R/B220 PECy5, anti-CD138 

PE e analisadas por citometria de fluxo. Os números representam a média das 

porcentagens de células positivas acrescida do desvio-padrão. Os dados são 

representativos de dois  experimentos independentes. *p < 0,05 em relação aos animais 

que receberam somente adjuvante e #p < 0,05 em relação aos animais imunizados com o 

veneno.



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  

5 DISCUSSÃO 

 

 

Investigamos recentemente padrões de expressão de moléculas nas células 

esplênicas de animais imunizados com o veneno de T. nattereri e os resultados obtidos 

mostraram uma diminuição na expressão de CD45R/B220 em linfócitos B com crescente 

aumento de linfócitos T CD4+. Verificamos ainda que o veneno em baixa concentração 

estimula a produção de altos e persistentes níveis de anticorpos IgG específicos e 

estimula a diferenciação de linfócitos T para os dois principais subtipos, Th1 e Th2, com 

intensa produção de IL-5 (GRUND et al., 2006). A presença de um grande número de 

linfócitos T e altos níveis de anticorpos IgG específicos indica que células com funções 

efetoras e de memória foram geradas em resposta ao veneno. Portanto nossa hipótese de 

trabalho é que a resposta imune gerada contra o veneno se caracteriza pela formação de 

memória e diferenciação de células B produtoras de anticorpos negativas para a 

molécula B220, denominadas células B de memória secretoras de anticorpos de longa 

vida (antibody secreting cells –ASC). 

Inicialmente, utilizamos um protocolo de indução de memória de acordo com 

McHeyzer-Williams e colaboradores (2000). Camundongos BALB/c imunizados com o 

veneno foram deixados, após uma segunda aplicação intraperitoneal de veneno, sem 

adjuvante, por um período de no mínimo 7 dias até 106 dias na ausência de estimulação 

antigênica. 

Os adjuvantes são amplamente utilizados na pesquisa com o principal objetivo de 

desenvolver vacinas eficientes e de induzir uma reposta humoral de memória. O 

hidróxido de alumínio (Al(OH)3) é o único adjuvante licenciado para o uso em humanos 

e estudos demonstram que quando comparado a outros adjuvantes (CFA, ICF, QS21) ele 

é capaz de induzir resposta do tipo Th2 caracterizada por uma razão de IgG1:IgG2a >1 

(CRIBBS et al., 2003). O mecanismo de ação deste adjuvante na indução da produção de 

anticorpos e células de memória foi recentemente descrito por Kool e colaboradores 

(2008) que demonstraram que na presença do adjuvante o antígeno ovalbumina é 

capturado, processado e carregado por macrófagos peritoneais até o linfonodo drenante, 



  

onde se diferenciam em células dendríticas capazes de apresentar os peptídeos 

antigênicos para os linfócitos T e induzir uma resposta persistente. A imunização na 

presença do adjuvante favorece a produção de ácido úrico, um potente ativador das 

células apresentadoras que promoverá a diferenciação de macrófagos de origem 

mielóide em células dendríticas e a sua maturação e ativação (com maior expressão das 

moléculas co-estimulatórias CD86, CD40 e das moléculas MHC classe II e Ly6Chigh e 

CD11chigh). 

Esse mecanismo mostrou-se dependente da ativação do complexo intracelular 

inflamasome (caspase-1 e liberação de IL-1β e IL-18 e MyD88) (EISENBARTH et al., 2008). 

Estes autores propõem que o hidróxido de alumínio é um imunógeno potente por 

funcionar como um “adjuvante natural”, uma vez que induz sinais de perigo endógenos. 

Além disso, ele é capaz de induzir uma variedade de citocinas quimiotáticas, 

amplificando o recrutamento de fagócitos para o local da administração (SEUBERT et al., 

2008) e ativando diretamente linfócitos B, via a ativação de macrófagos esplênicos de 

origem mielóide Gr-1+, produtores de IL-4 (JORDAN et al., 2004). Assim, o adjuvante 

hidróxido de alumínio atua potencializando o sistema imune, não apenas formando um 

depósito do qual o antígeno é lentamente liberado, mas também participando do 

processo inflamatório inicial que promove as condições ótimas para ativação de DCs e 

células T. 

O que podemos apreender de nossos resultados é que a resposta de memória 

persistente gerada para antígenos do veneno com produção de anticorpos, 

principalmente IgG2a até 74 dias e que caracterizam uma resposta Th1 parece ser 

independente da ação do adjuvante ou do background genético do animal, a despeito de 

ambos os fatores promoverem um direcionamento da resposta para Th2. Ademais, certas 

proteínas antigênicas do veneno que permitem a cronicidade favoreceram também a 

troca do perfil da resposta para Th2, a partir de 120 dias, quando observamos alta 

produção total e específica de anticorpos IgE. 

O balanço entre células Th1 e Th2 leva a uma resposta imune apropriada e 

direcionada para tipos específicos de infecções patogênicas. A resposta Th1, induzida 

por bactérias ou infecções virais, é dirigida pela citocina IL-12 e por fatores de transcrição 



  

como Stat4 e T-bet (LIGHVANI et al., 2001; SZABO et al., 2000). A diferenciação de 

células Th2, a qual está predominantemente associada a infecções por parasitas 

helmínticos, é dirigida por citocinas como IL-4, IL-5, IL-13, IL-18 e IL-33. Existem 

evidências consideráveis que o fator thymic stromal lymphopoietin (TSLP) também 

participa no direcionamento de respostas Th2. O fator de transcrição GATA-3, c-maf e 

NFATc são também conhecidos por controlar a diferenciação destas células (NEURATH 

et al., 2002; ZHU et al., 2006). Problemas nas respostas Th1 ou Th2 resultam em falhas no 

controle dos patógenos (KAWAKAMI, 2003) e podem causar respostas inapropriadas 

para antígenos inócuos, por exemplo, resultando em alergias (CAPRON et al., 2004). 

O controle da resposta humoral com produção de diferentes classes e subclasses 

de anticorpos para antígenos, como de parasitas helmínticos, vem sendo fortemente 

estudado e tem sido associado a fatores como a linhagem do parasita (com expressão 

diferencial de antígenos), o nível da transmissão, fatores genéticos do hospedeiro e fase 

da doença (aguda ou crônica). Em humanos com fase aguda da malária, anticorpos IgG3 

anti-P. falciparum têm importante papel no controle das manifestações clínicas 

(METZGER et al., 2003; ARIBOT et al., 1996), induzindo lise celular mediada por 

complemento, fagocitose e/ou ADCI, os quais controlam a multiplicação do parasita 

(BOUHAROUN-TAYOUN e DRUILHE 1992; TEBO et al., 2001). Porém diversos 

trabalhos mostram dados controversos sobre o papel de anticorpos como IgG1, IgG2a, 

IgG4 e IgE: anticorpos IgG1 para exo-antígenos são associados com a proteção clínica; 

IgG1 para o sorogrupo B MSP2 são associados com aumento no risco de manifestações 

clínicas; IgG2 para exo-antígenos ou antígenos do esquizonte apresentam correlação 

positiva com o número de ataques de malária, enquanto altos níveis de IgG2 e baixos de 

IgG4 estão associados com resistência ao P. falciparum (TAYLOR et al., 1998; 

CHUMPITAZI et al., 1996; NDUNGU et al., 2002; AUCAN et al., 2000) e por último, altos 

títulos de anticorpos IgE anti-P. falciparum vem sendo demonstrados em pacientes com 

malária crônica e grave, sugerindo um papel da IgE na sua patogênese (CALISSANO et 

al., 2003; TANGTEERAWATANA et al., 2007). 

IgE é a molécula efetora chave das reações imunes alérgicas do tipo I, a qual 

resulta de linfócitos B ativados por linfócitos Th2 e de células secretoras de IgE (GEHA et 



  

al., 2003). Exposição de indivíduos sensibilizados para o respectivo alérgeno gera novas 

células secretoras de IgE alérgeno-específicas oriundas de linfócitos B de memória por 

exemplo, como observado durante episódios de alergia a polens (DURHAM e TILL, 

1998). Estes plasmablastos recentemente formados podem migrar para nichos de 

sobrevivência e tornarem-se células secretoras de anticorpos de longa vida e produzirem 

anticorpos IgE por muitos anos (RADBRUCH et al., 2006). 

A produção e regulação da síntese de IgE é um processo complexo que envolve 

muitos fatores (LEBMAN et al., 1988) dentre eles a IL-4 tem sido bem caracterizada 

desde a sua descoberta (COFFMAN E CARTY 1986) como uma citocina essencial para a 

produção de IgE por células B humanas e murinas (PENE et al., 1988; SNAPPER et al., 

1987), embora células B humanas também produzam IgE quando estimuladas com IL-13 

(PUNNONEN et al., 1993; COCKS et al., 1993 ZURAWSKI et al., 1994; GEHA et al., 

2003). Camundongos deficientes nos genes de IL-4, IL-13 ou da cadeia alfa do receptor de 

IL-4 (IL-4Rα) não apresentam níveis detectáveis de IgE no soro ou fixados em mastócitos 

peritoneais, além de não serem capazes de degranular quando desafiados in vitro com 

anti-IgE (FISH et al., 2005). Vale ressaltar que IL-5 sinergiza com IL-4 na indução de IgE e 

IgG1 em camundongos (COFFMAN et al., 1988). 

Em contrapartida, IFN-γ, IFN-α, TGF-β, IL-10 e prostaglandinas são mediadores 

conhecidos por antagonizar a produção de IgE induzida por IL-4, tanto em células B 

humanas quanto em murinas (PENE et al., 1988; SNAPPER et al., 1987; GAUCHAT et al., 

1992; PUNNONEN et al., 1993; JEANNIN et al., 1998; GEHA et al., 2003). Estes 

mecanismos indutores e reguladores contribuem para manutenção de níveis normais de 

IgE não patogênica, ao passo que a identificação dos moduladores da produção 

exarcebada de IgE (principalmente IL-4 e IL-13) se torna crítica para entender a 

patogenia de algumas doenças como alergia, asma, eczema, dermatites e infecções 

parasitarias (GEHA et al., 2003). 

O perfil da resposta crônica para o veneno de T. nattereri, confirmada pelo 

aumento significativo na produção de IL-5 pelas células peritoneais, esplênicas e 

medulares e pela intensa produção de IgE policlonal e espcífica para o veneno sugere 

que além de linfócitos Th2 outras células efetoras como mastócitos e basófilos possam 



  

também participar do processo crônico. Estas células são conhecidas por expressarem o 

receptor de alta afinidade para IgE, FcεRI, capaz de desencadear a desgranulação e a 

liberação de histamina, prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos e citocinas pró-

inflamatórias promovendo a inflamação local e aumento da permeabilidade vascular 

(SIRAGANIAN, 2003; GILFILAN et al., 2006; KRAFT e KINET, 2007). 

A atuação dos mastócitos nos mecanismos de defesa inato e adquirido do 

organismo está principalmente relacionada aos processos patológicos associados ao 

descontrole da resposta inflamatória, processos alérgicos, tumorais e na expulsão de 

parasitas (GALLI et al., 2000; METCALFE et al., 1997 e 2000; CHEN et al., 2002; 

WYMANN et al., 2003). Recentes estudos em camundongos revelam que basófilos são 

importantes na alergia e aumentam respostas humorais de memória (DENZEL et al., 

2008; SOKOL et al., 2008). Estas células também têm papel primário na anafilaxia 

sistêmica mediada por IgG e na inflamação alérgica crônica mediada por IgE (MUKAI et 

al., 2005; TSUJIMURA et al., 2008). 

A resposta persistente de produção de anticorpos induzida pelo veneno foi 

acompanhada de esplenomegalia com formação de centros germinativos densamente 

populados por células B Ig+, indicativo de intensa proliferação celular. Centros 

germinativos são regiões dinâmicas e especializadas compostas por centroblastos em 

divisão e centrocitos que não dividem e que sofrem maturação de afinidade através de 

ciclos de hipermutação somática e seleção direcionada pelo antígeno (JACOB et al., 1991; 

BEREK et al., 1991; MCHEYZER-WILLIAMS et al., 1993) culminando na geração de 

células de memória de alta afinidade. Durante este período muitos linfócitos B sofrem 

divisões ou morte por apoptose (McLENNAN, 1994). Podemos sugerir que o aumento 

progressivo no número de linfócitos B no baço por até 120 dias após a imunização seja o 

resultado de um aumento na resistência destas células aos estímulos apoptóticos como a 

repressão dos fatores Pax-5- e Bcl-6 por BLIMP-1 (SHAFFER et al., 2000; NERA et al., 

2006), ou ao mesmo tempo uma maior geração, induzida pelo veneno, de fatores anti-

apoptóticos como proteínas como Bcl-2, galectina-3 e c-Myc ou citocinas (KORSMEYER, 

1999; HOYER et al., 2004; HURLIN e DEZFOULI, 2004; SZE et al., 2000; CASSESE et al., 

2003). 



  

Nosso próximo passo foi investigar a capacidade do veneno em induzir diferentes 

subtipos de linfócitos B. Linfócitos B-1 e B-2 diferem funcionalmente, e ambos os 

subtipos contribuem para a proteção do hospedeiro em uma variedade de modelos de 

doença. Os estudos com linfócitos B-1a (B220pos/low CD5+ Mac-1+ CD43neg CD23neg 

CD11b+) mostram que eles são a fonte principal de anticorpos naturais (FORSTER e 

RAJEWSKY, 1987; KROESE et al., 1989; CASALI e SCHETTINO, 1996), poli-reativos e de 

baixa afinidade, presentes nos soros de animais pré-imunes que protegem o organismo 

na fase aguda da resposta imune. Anticorpos derivados de B-1 protegem contra 

endotoxinas indutoras de choque (REID et al., 1997) e melhoram a peritonite bacteriana 

induzida após ligação cecal (BOES et al., 1998). Além disso, foi mostrado que linfócitos B-

1 cooperam na zona marginal para a resposta de anticorpo T-independente para 

fosforilcolina de bactérias PC-positivas (MARTIN et al., 2001). Como mostrado, o veneno 

induziu a diferenciação de linfócitos B-1a (B220 positivos CD5 positivos) nos 3 

compartimentos e a medula óssea se tornou o reservatório para a permanência e 

sobrevivência destas células. Linfócitos B1a induzidos pelo veneno podem estar 

associados com a produção policlonal de anticorpos IgE, uma vez que estas células via 

sinalização CD5/BCR tornam-se células produtoras de imunoglobulinas de todos os 

isótipos (KANTOR, 1991). 

Durante a formação da resposta humoral, as células B após ativação diferenciam 

em plasmócitos ou entram no centro germinativo, onde sofrem maturação de afinidade. 

As células que sobrevivem ao processo de seleção amadurecem em células B de memória 

e/ou células de memória de longa vida (ASC). Linfócitos B de memória proliferam e 

produzem rapidamente anticorpos IgG após novo contato com o antígeno (SMITH et al., 

1996; HO et al., 1986). No entanto, a grande maioria dos anticorpos IgG séricos antigeno-

especificos é produzida por ASC residentes na medula óssea (McMILLAN et al., 1972; 

MANZ et al., 1997 e SLIFKA et al., 1998) mas por apresentarem evidências de maturação 

e seleção de afinidade (SMITH et al., 1997, 2000) acredita-se que sejam formadas 

principalmente no centro germinativo dos órgãos linfóides secundários (DILOSA et al., 

1991) e migram subseqüentemente para a medula óssea (MANZ et al., 1998).  



  

Células produtoras de anticorpos de vida longa sobrevivem por mais de 1 ano em 

camundongos, não expressam B220 nem CD19 e respondem tão rápido ao estimulo 

antigênico quanto à população de células B de memória convencionais (MANZ et al., 

1998, SLIFKA et al., 1995; BENNER et al., 1981), contribuindo para o aparecimento 

rápido de anticorpos de alta afinidade nas respostas secundárias (HOOIJKAAS et al., 

1983; TERSTAPPEN et al., 1990). Apesar das células de longa vida manterem altos títulos 

de anticorpos por muito tempo sem reposição a partir de células B de memória (AHUJA 

et al., 2008), há fortes indícios de uma relação hierárquica entre os 2 tipos de células B 

(MCHEYZER-WILLIAMS et al., 2000): células B de memória 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 (GULLEY et al., 1988; LALOR et al., 1992). CD45R/B220 modula a transdução 

de sinal via BCR e é negativamente regulada a partir do momento que as células B de 

memória começam a expressar moléculas de localização, apontando uma maior 

necessidade destas células de migração e interação com o micro-ambiente. A 

diferenciação de ASCs nos centroblastos dos centros germinativos e a migração para a 

medula resultam em um aumento na afinidade pelo micro-ambiente com alta expressão 

de CD138, importante para a ligação ao colágeno tipo I da matriz extracelular medular 

(CALAME et al., 2003). Neste trabalho identificamos 5 distintos subtipos de células ASC 

pela expressão de B220, CD43 e da molécula CD138. 

Nossos resultados demonstram que as ASCs estão organizadas em ao menos 3 

compartimentos celulares (peritônio, baço e medula) e que além da medula óssea 

descrita como local preferencial destas células o veneno as mantém também no peritônio 

e no baço, e o padrão de expressão das moléculas dentro dos compartimentos indica um 

potencial linear de diferenciação, iniciando com alta expressão de B220 e CD43 chegando 

à ausência destes marcadores no final do processo de diferenciação. Observamos pelos 

nossos resultados que as ASCs CD138+ no peritônio e na medula são inicialmente do 

fenótipo B220high CD43high passam para o fenótipo B220low CD43low e alcançam o fenótipo 

B220neg CD43low. Porém no baço, além de ASCs B220high CD43high encontramos também 

muitas com o fenótipo B220low CD43high e poucas com o fenótipo B220neg CD43high. 



  

A molécula CD43, uma importante sialomucina transmembranica do tipo I é 

expressa na maioria dos leucócitos e subtipos de linfócitos B (FUKUDA e TSUBOI, 1999). 

Plasmablastos maduros, ASCs e células B da mucosa gastrointestinal expressam esta 

proteína, mas ao contrário linfócitos B virgens não expressam (MCHEYZER-WILLIAMS 

et al., 2005; MEDINA et al., 2002; LI et al., 1996; HARDY e HAYAKAWA, 2001). CD43 foi 

identificada em humanos e em camundongos em duas formas O-glicosiladas, de 115 e 

130 kDa (FUKUDA e TSUBOI, 1999; JONES et al., 1994). A elevada expressão 

remanescente da molécula CD43 nas ASCs esplênicas pode indicar uma maior 

necessidade adesiva das ASCs às células endoteliais do baço, local ideal para o encontro 

de antígenos vindos da circulação (MARTIN et al., 2001). Além disso, como será 

discutido abaixo, células esplênicas em resposta crônica ao veneno produzem IL-6 e 

TNF-α, fatores de sobrevivência destas células (CASSESE et al., 2003). 

Este modelo de diferenciação de linfócitos B induzido pelo veneno indica que as 

ASCs podem derivar de um complexo balanço entre precursores estáveis que sofrem 

alterações fenotípicas que as comprometem funcionalmente. 

No que diz respeito à sobrevivência de células B de memória, a idéia mais aceita 

atualmente é a de que elas persistam em um estado de repouso mesmo na ausência do 

antígeno (VIEIRA e RAJEWSKY, 1990; KALIA et al., 2006; MARUYAMA et al., 2000). 

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

forma de imunocomplexos na superfície das células dendríticas foliculares é um fator 

essencial para a manutenção das células B de memória e produção de anticorpos 

específicos (SLIFKA e AHMED, 1998; GRAY, 2002; IMAI et al., 1998; TEW et al., 1997). 

Nossos dados corroboram esta afirmação uma vez que detectamos veneno por até 120 

dias na zona clara dos centros germinativos do baço dos animais imunizados, local rico 

em células dendríticas foliculares. 

Sabemos que a função das células B ativadas in vivo é muito mais complexa e 

diversa do que simplesmente a produção de anticorpos. As células B podem funcionar 

como células apresentadoras de antígenos (HAMANO et al., 2000; AMIGORENA et al., 

1992, 1998) e podem influenciar indiretamente outras células através da produção de 

citocinas como IL-4, IL-6, IL-12, e IFN-γ (LUND et al., 2005; MIZOGUCHI e BHAN 2006). 



  

Assim, podemos sugerir que no nosso modelo crônico as células B esplênicas induzidas 

pelo veneno podem agir no controle do desenvolvimento das células dendríticas 

foliculares via TNF-α (ENDRES et al., 1999) como também na formação dos folículos e 

centros germinativos (GONZALEZ et al., 1998) contribuindo na retenção do veneno 

pelas células dendríticas foliculares, formação de ASCs e cronificação da resposta de 

memória montada para o veneno. 

A medula óssea é descrita como o ambiente favorável para células ASCs (MANZ 

et al., 2005) por possuir fatores extrínsicos que contribuem para a sua sobrevivência 

como citocinas IL-6, IL-5, TNF-α, o ligante para a molécula de adesão CD44, a 

quimiocina SDF-1 (CXCL12, CASSESE et al., 2003; SCHWALLER et al., 2007), membros 

da família do TNF como APRIL (ligante indutor de proliferação) e BAFF (fator de 

ativação de célula B) (INGOLG et al., 2005; O`CONNOR et al., 2004; THOMPSON et al., 

2001). As ASCs além da dependência de fatores extrínsecos dependem de outros 

intrínsecos como o fator de transcrição BLIMP-1 que pelo aumento da expressão de Xbp-

1 controla o estresse interplasmático causado pela secreção de anticorpos (TUNER et al., 

1994; SHAFFER et al., 2000). 

De forma alternativa, nichos adicionais de sobrevivência podem ser formados em 

tecidos inflamados (CASSESE et al., 2001). Recentemente, Huard et al. (2008) 

demonstraram que o fator solúvel APRIL secretado por neutrófilos inflamatórios no 

tecido linfóide associado à mucosa sustenta a produção local de anticorpos por ASCs e 

que ainda em modelos de autoimunidade células ASCs auto-reativas podem ficar retidas 

no baço, em oposição às células ASCs protetoras presentes na medula (HOYER et al., 

2004). 

Recentemente, Cassese e colaboradores (2003) demonstraram o envolvimento de 

citocinas do micro-ambiente como IL-5, IL-6, TNFα e SDF-1 na regulação de células ASC. 

Nossos resultados corroboram estes achados uma vez que o veneno induziu a produção 

destas citocinas e também de IL-17A onde estas células ASCs foram encontradas. E mais, 

a produção pelas células esplênicas e peritoneais destas citocinas descritas como 

moduladoras da inflamação (BRENNAN et al., 1999; HORUK, 1998) indica que o veneno 

gerou uma inflamação persistente nos tecidos, produzindo condições ideais para a 



  

sobrevivência das ASCs. Realmente, células plasmáticas podem persistir bem em tecidos 

inflamados (CASSESE et al., 2001). 

Os nossos resultados mostram uma produção de IL-6 somente pelas células do 

baço e não pelas células medulares ou peritoneais. Sobre IL-6, tem sido discutido seu 

papel na diferenciação terminal de linfócitos B (ROLDAN e BRIEVA, 1991; SKIBINSKI et 

al., 1998), na indução da expressão de Bcl-2 (RAHMAN et al., 2001) e no crescimento de 

células B malígnas (KAWANO et al., 1988). Recentemente, Eddahri e colaboradores 

(2009) determinaram em camundongos que IL-6 via STAT-3 regula a habilidade das 

células T virgens a adquirirem a capacidade de auxiliar células B. IL-6 conduz à secreção 

de IL-21 que age aumentando a atividade auxiliar das células T, revelando um papel não 

convencional para IL-6 e IL-21 na promoção de respostas humorais T-dependentes 

(DIENZ et al., 2009). 

Então, em nosso modelo com produção de IL-6 por células esplênicas sugere seu 

amplo papel na regulação da diferenciação e manutenção de ASCs, como também na 

indução da diferenciação de células T produtoras de IL-17, uma vez que estas necessitam 

da ação combinada das citocinas IL-6 e TGF-β e expressão de STAT3 e do receptor órfão 

RORγt para sua diferenciação (IVANOV et al., 2006). Ademais, nossos dados mostram 

uma importante correlação entre a produção de IL-5 e IL-17A e a diferenciação e 

sobrevida de ASCs em animais imunizados com o veneno de T. nattereri. 

IL-5 promove a proliferação de células B e a síntese de IgM por células B normais 

e tumorais (SWAIN et al., 1988; TAKATSU, 1998) e está envolvida na proliferação das 

células B1 e diferenciação de células ASC (MESSIKA et al., 1998; KNODEL et al., 2001). 

Takatsu e colaboradores (1998) demonstraram que IL-5 mantém seletivamente células B1 

da medula óssea em cultura in vitro, fenômeno ligado à expressão preferencial por estas 

células B220low CD5+ da cadeia α do receptor de IL-5 (HARDY e HAYAKAWA, 1994). 

Além disso, recentes evidências mostram que células B1a apresentadoras de antígeno 

induzem a produção de IFN-γ e IL-17A por distintas populações de linfócitos T CD4+ in 

vitro, enquanto linfócitos B2 falham em ativar linfócitos T a produzirem citocinas 

(ZHONG et al., 2007). 



  

Nossos resultados mostram que o veneno induziu a produção de IL-5 e IL-17A 

nos 3 compartimentos e de IFN-γ no peritônio e baço. Em conjunto podemos dizer que: i) 

existe uma forte relação entre a síntese de IL-5 dirigida pelo veneno e a 

diferenciação/sobrevivência das células B1a/ASC, respectivamente e ii) os linfócitos B1a 

específicos para o veneno podem agir no baço como células apresentadoras de antígeno 

para linfócitos T, induzindo a diferenciação para os subtipos Th1 e T produtores de IL-

17A. Linfócitos Th17 e Th1 são conhecidos como células patogênicas em muitos modelos 

de doenças auto-imunes como artrite reumatóide e esclerose múltipla (LANGRISH et al., 

2005) ambas caracterizadas por uma resposta imune celular (Th17) e humoral (produção 

persistente de anticorpos), o que nos leva a sugerir que a inflamação crônica produzida 

pelo veneno constitui um bom modelo para o estudo de doenças auto-imunes. 

Dados recentes mostram que diferentes tipos celulares como fagócitos, células 

dendríticas convencionais, linfócitos Th2, linfócitos T reguladores (Treg), linfócitos B, 

células Natural Killer e linfócitos Th1 antígeno-específicos CD4+ Foxp3− CD25− (os quais 

também produzem IFN-γ) produzem IL-10, estes últimos mais que linfócitos Th2, T reg 

ou células inflamatórias (MOORE et al., 2001). IL-10 vem sendo relacionada com a 

limitação da inflamação patológica e pela manutenção da infecção crônica não resolvida 

induzida por parasitas (JANKOVIC et al., 2007; ANDERSON et al., 2007). Além disso, 

linfócitos B isolados de pacientes com lúpus eritematoso sistêmico, artrite reumática e 

síndrome de Sjogren produzem mais IL-10 que linfócitos B de indivíduos normais 

(LIPSKY, 2001; LLORENTE et al., 1994). Nossos resultados mostram que o veneno foi 

capaz de induzir uma resposta crônica de produção de anticorpos por ASCs e ao mesmo 

tempo induzir a síntese de IL-10, o que sugere seu papel na diferenciação de linfócitos B 

de memória para células ASC (CHOE e CHOI, 1998) e no controle do processo 

inflamatório crônico. 

O bloqueio de citocinas em modelos animais através do uso de estratégias 

neutralizadoras tem sido amplamente utilizado e estabelece a importância das citocinas 

tanto na patogenia e progressão de doenças quanto nas respostas imunológicas. Sendo 

assim, na tentativa de melhor esclarecer o complexo processo de diferenciação e 



  

sobrevivência das ASCs, tratamos os animais com anticorpos anti-IL-5 e anti-IL-17A 

antes da imunização e da dose reforço com o veneno de T. nattereri. 

A ausência de IL-17A e também de IL-5 no momento de estimulação antigênica 

pelo veneno induziu uma diminuição no número total de esplenócitos, que pode estar 

correlacionada com a participação destas citocinas na formação de estruturas dos centros 

germinativos e/ou manutenção das quimiocinas que regulam a sua formação. Nós 

observamos que ambos os tratamentos não afetaram a formação de centros germinativos, 

no entanto o bloqueio de IL-17A prejudicou o aumento de células B Igpos induzidas pelo 

veneno nas áreas dos centros germinativos tanto 28 quanto 74 dias após imunização. Sob 

esse aspecto, verificou-se recentemente o primeiro efeito direto da IL-17A sobre a 

atividade e a função de células B e a formação de centros germinativos. Hsu e 

colaboradores (2008) demonstraram que IL-17 acelera a formação do centro germinativo 

e o pré-tratamento das células B in vivo com antagonistas de IL-17 reduz a resposta 

quimiotática das células B as quimiocinas CXCL2 e CXCL3 impedindo a migração 

correta em um modelo de artrite erosiva, sugerindo que IL-17 promove a formação e 

manutenção de estruturas dos centros germinativos que modulam a quimiotaxia. 

Pode-se observar ainda que a neutralização pelos anticorpos retardou o 

desenvolvimento da resposta imune humoral específica (produção de IgG1 e IgG2a) 

montada para o veneno, mas que se restabeleceu nos períodos mais tardios. No entanto, 

o principal aspecto a ser discutido em relação aos níveis plasmáticos de anticorpos 

específicos após tratamento com anti-IL-5 e anti-IL-17A é referente à diminuição da 

produção de IgE específica 74 dias após imunização. Podemos especular que ambas as 

citocinas, principalmente IL-5 agem preferencialmente na diferenciação de células ASC 

CD138pos com fenótipo B220high/low/neg capazes de gerar anticorpos da classe IgE e mantêm 

a permanência de células B1a CD5+ no baço. Com a neutralização destas citocinas, ASC 

CD138pos com fenótipo B220high geradas produzem agora somente IgG1, IgG2a e IgE 

policlonal. Nossos dados mostram que a cronicidade da resposta montada contra o 

veneno é alcançada pela geração de células T produtoras de IL-5 e IL-17A e de linfócitos 

B ASCs produtores também de IgE especifica. 



  

O desenvolvimento de uma resposta Th2 induzida pelo veneno, com ausência das 

citocinas IL-4 e IL-13, nos apontam para uma resposta Th2 atípica na qual a produção de 

IgE anafilática pode ser dependente principalmente das citocinas IL-5 e IL-17A . Deve-se 

ressaltar também que o tratamento com anticorpos neutralizantes além de induzirem 

queda drástica nos níveis de IgE anafilática/específica manteve altos os níveis de IgE 

total neste período. A presença de grandes quantidades de anticorpos policlonais pode 

ser responsável pelo bloqueio dos receptores de alta afinidade para a IgE ancorados nas 

membranas de mastócitos e basófilos que consequentemente impedirão a desgranulação 

dessas células efetoras, contribuindo para a redução da resposta anafilática observada 74 

dias após o tratamento. 

A complexidade dessa resposta não convencional pode ser formada pelo 

envolvimento de outras citocinas não analisadas neste estudo, mas consideradas como 

co-estimuladoras das respostas imunes, como a IL-33, que além de promover respostas 

Th2 clássicas (SCHMITZ et al., 2005; CHACKERIAN et al., 2007) participa da geração de 

clones Th2 produtores de IL-5 e inflamação alérgica pulmonar por mecanismos 

independentes de IL-4 (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2008). IL-33 exibe potencial 

pro-inflamatório sobre mastócitos derivados da medula óssea com produção de IL-6, IL-

13, IL-1β, TNF-α, MCP-1 e prostaglandina D2 (ALLAKHVERDI et al., 2007; IIKURA et 

al., 2007; HO et al., 2007; ALI et al., 2007; MOULIN et al., 2007).  

A presença e importância de clones Th2 e Th17 nesta resposta gerada pelo veneno 

também apontam para a síntese de IL-21, uma citocina que foi primeiramente 

identificada por Parrish-Novak e colaboradores (2000). Ela é produzida por uma 

variedade de células como linfocitos T CD4 e NKT ativadas, clones Th17, células Th 

foliculares e principalmente clones Th2 (PARRISH-NOVAK et al., 2000; VOGELZANG et 

al., 2008; MONTELEONE et al., 2008; WURSTER et al., 2002).  

Dependendo do contexto celular, da natureza de co-estimulação, do background 

genético e do micro-ambiente, IL-21 pode agir desde a regulação da maturação e 

apresentação de antígenos nas células dendríticas (MONTELEONE et al., 2008; SPOLSKI 

e LEONARD 2008) até o controle da diferenciação de células Th1 (WURSTER et al., 2002) 

e seu papel na diferenciação de células B humanas e murinas tem sido amplamente 



  

estudado desde a sua descoberta e apresenta dados contraditórios. Sabe-se, portanto que 

IL-21 controla a proliferação e apoptose de células B ativadas (ETTINGER et al., 2008), 

estimula células B virgens a expressarem cistidina deaminase, enzima envolvida na 

hipermutação somática e troca de cadeia das imunoglobulinas no centro germinativo 

(PELED et al., 2008; STAVNEZER et al., 2008; ETTINGER et al., 2005; SAITO et al., 2008), 

direciona a mudança para IgG1 e IgG3 (REFAELI et al., 1998), inibe a transcrição 

germinativa do gene que codifica a região constante da IgE em células murinas (KUHN 

et al., 1991) inibindo assim a produção IgE induzida por IL-4, via apoptose das células B 

comprometidas e induz a produção de IFN-γ em células não B (HARADA et al., 2006; 

PENE et al., 2006; OZAKI et al., 2002; SUTO et al., 2002). Além disso, induz a 

diferenciação de células B em células produtoras de anticorpos (OZAKI et al., 2004) 

excedendo de 5 a 20 vezes mais a capacidade da IL-4, IL-2 ou IL-10 nesta função 

(BRYANT et al., 2007). 

Com relação a seu efeito no compartimento de memória imunológica, IL-21 é 

requerida para a produção de IgG por células B de memória (KUCHEN et al., 2007) e há 

indícios de que aumente a expressão de BLIMP-1, IRF4, Xbp-1s e Bcl-6 (OZAKI et al., 

2004; BRYANT et al., 2007; KUCHEN et al., 2007; JOHNSON et al., 2005) induzindo a 

diferenciação e sobrevivência de células ASCs CD138 positivas produtoras de células 

IgG1 (OZAKI et al., 2004; KOBAYASHI et al., 2009). 

Finalmente, podemos dizer que o veneno de T. nattereri é capaz de desencadear e 

sustentar uma resposta imunológica de memória dependente de citocinas de linfócitos T, 

IL-5 e IL-17A com altos e persistentes níveis de anticorpos específicos IgG2a, IgG1 e 

principalmente IgE produzidos por células de longa sobrevida fenotipicamente 

caracterizadas como B22high/low/neg CD43high/low CD138pos presentes além da medula óssea 

também no baço e no peritônio. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Finalmente, nossos dados permitem um maior esclarecimento da resposta 

humoral de memória induzida no envenenamento pelo peixe T. nattereri e da complexa 

organização do compartimento de células B de memória, principalmente do subtipo de 

longa sobrevida (ASC) com distintos fenótipos e muito provavelmente com sub-

especialidades funcionais. Ademais, este trabalho também suporta a idéia de que IL-5 e 

IL-17A participam na geração e na sobrevivência de ASC com fenótipo B220high/low/neg e na 

manutenção esplênica de células B1a. 
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