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RESUMO

KOMEGAE, E. N. Papel dos receptores inatos TLR na formacao de memdria humoral e linfécitos B
de longa vida: acdo das proteases Natterinas, toxinas majoritarias do veneno de Thalassophryne
nattereri. 2010. 96 f. Dissertacdo (Mestrado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,

Universidade de S3o Paulo, Sdo Paulo, 2010.

A contribuicdo de células B para a memdria imunoldgica se da por duas distintas populacGes de
células: células B de memoria e células produtoras de anticorpos de longa vida (ASC). Entretanto, a
inter-relagdo entre estas células bem como os mecanismos envolvidos para a manutengdo destas
tem sido pouco entendida. O veneno de Thalassophryne nattereri tem se mostrado capaz de induzir
uma intensa resposta imune de memdria. Neste sentido, nos propusemos a avaliar o efeito da
Natterinas, toxinas majoritarias do veneno e que ndo apresentam homologia com nenhuma proteina
presente em banco de dados, na indugdo e manutencao da resposta imune de memdria de células B,
focando a importancia da atividade protedsica. Bem como, avaliar o papel dos receptores tipo Toll e
de sua sinalizacdo MyD88 na regulacao deste processo. Para isto, camundongos foram imunizados
com as Natterinas proteoliticamente ativa ou inativa adsorvidas em hidréxido de aluminio, apds 7, 21
e 28 dias os animais foram injetados apenas com as Natterinas. Apds 48, 74 e 120 dias, os animais
foram sangrados para obtencdo do plasma para dosagens de anticorpos por Elisa ou PCA. Em
seguida, os animais foram mortos para obtencdo das células do compartimento efetor (Peritonio), de
importantes compartimentos para manutengao das respostas imunes (Bago e medula éssea). Nossos
resultados mostraram que a atividade protedsica das Natterinas é importante ndo sé pela indugdo do
perfil de resposta Th2 (altos titulos de 1gG1 e IgE anafilaticos), mas pela manutengao da cronicidade
de resposta de distintos subtipos de células B (B1a, B1b, B2, B efetora/memoria, ASC B220 positiva e
negativa) nos trés compartimentos analisados, uma vez que as Natterinas inativas tendem ao perfil
de resposta Thl (lgG2a), induzindo uma melhor resposta precoce e principalmente local. Utilizando
camundongos deficientes de TLR4 ou MyD88, observamos que a resposta de memdria induzida pelas
Natterinas é regulada por mecanismos dependentes de TLR4/MyD88 na regulacdo negativa de
células B efetoras/memodria durante todo o curso da resposta e supressdo de IgE no periodo tardio.
Uma regulacdo positiva de células Bla e B2 no periodo recente também sdo mediadas por esta via. E
0 mais importante, TLR4 via MyD88 sado responsaveis pela manutencdo de ASCs convencionais no
compartimento efetor por longos periodos. Durante a resposta anti-Natterinas, também observamos

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



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

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

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

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

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

Células B1. Memdria imunoldgica. Receptores do tipo Toll. Sinalizagao MyD88.



ABSTRACT

KOMEGAE, E. N. Role of innate TLR receptors in formation of humoral memory and long-life
lymphocytes B: Action of Natterins proteases, majority toxins of Thalassophryne nattereri venom.
2010. 96 f. Master thesis (Immunology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S3o

Paulo, Sdo Paulo, 2010.

The contribution of B cells for the immunological memory feels for two different populations of cells:
memory B cells and long lived antibodies secreting cells (ASC). However, the interrelation among
these cells as well as the mechanisms involved for the maintenance of these it has been little
understood. The venom of Thalassophryne nattereri has if shown capable to induce an intense
memory immune response. In this sense, we intended to evaluate the effect of Natterins, majority
toxins of the venom and that they don't present homology with any present protein in database, in
the induction and maintenance of the immune memory response of cells B, focusing the importance
of the proteases activity. As well as, to evaluate the paper of Toll like receptors and MyD88 signalling
in the regulation of this process. For this, mice were immunized with the Natterins activates or
inactive adsorbed in alum, after 7, 21 and 28 days the mice were just injected with Natterins . After
48, 74 and 120 days, the animals were bled for obtaining of the plasma for dosages of antibodies for
Elisa or PCA. Soon afterwards, the animals were killed for obtaining of the cells of the effector
compartment (Peritoneum), of important compartments for maintenance of the immune responses
(Spleen and bone marrow). Our results showed that the proteases activity of Natterins is important
not only for the induction of the profile Th2 response (high titles of IgG1 and IgE), but for the
maintenance of the chronicity of response of different subtypes of B cells (Bla, Blb, B2,
effector/memory B cell, ASC positive and negative B220 expression) in the three analyzed
compartments. The inactive Natterins tend to the profile Thl responses (IgG2a), inducing a better
precocious responses and mainly in effector compartment. Using deficient mice of TLR4 or MyD88,
we observed that the memory response induced by Natterins is regulated by dependent mechanisms
of TLR4/MyD88 in the negative regulation of effector/memory B cells during whole the course of the
response and suppression of IgE in the late period. A positive regulation of Bla and B2 cells in the
recent period are also mediated by this road. And the most important, TLR4 through MyD88 are
responsible for the maintenance of conventional ASCs in the effector compartment for long periods.
During the anti-Natterinas response, we also observed dependent mechanisms of TLR4, however
independent of MyD88, suggesting the other road of signalling of TLR4, through TRIF, that seem to

be the responsible for the: induction of antibodies IgG1 and IgE in the recent period, for ASCs B220"
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induction and suppression of B2cells during the chronic response, or even controlling the migration
of Bla and Blb cells of the peritoneum. Still, dependent mechanisms of MyD88, however
independent TLR4 were also observed in the regulation of the anti-Natterins response, what
indicates that Natterins can mediate responses road other Toll like receptors, that control the
negative regulation of profile Th2 antibodies and they are the responsible for the maintenance ASCs
for long periods in the spleen and in the bone marrow. Therefore, the study with the proteases
Natterins besides allowing a larger explanation of the humoral memory response induced by the
venom of the fish T. nattereri, it allowed the study of the complex organization of the compartment
of memory B cells , mainly of the subtype of long lived (ASC). Also, allowed to evidence us the
importance of the proteases activity of Natterins for the maintenance of the chronicity of B cells
response in the three analyzed compartments, as we verify that the activation of Toll like receptors is

decisive for the generation and maintenance of cells ASCs B220°°/"

in response to Natterins,
dependent of the signaling MyD88 or TRIF. These signallings control the quality and the long duration
of the humoral memory response through the action in different subtypes of B cells, in different

differentiation apprenticeships and in different environment. Support: FAPESP.

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

Immunological memory. Toll like receptors. MyD88 signaling.
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1 INTRODUCAO

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

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

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

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

antigeno original apds uma re-exposic¢ao.

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

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

células ASCs providenciam uma forma elegante de manter em proximidade a célula de longa vida
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ativa produtora de altas concentragdes de anticorpos por segundo no local onde o antigeno persiste

(JANOSSY et al., 1977).

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

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

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

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

convencional a presenca de células B2.

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

IgM natural e continua. Ndo esta claro se esses dois subtipos sdo distintos tipos celulares ou dois
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estagios de desenvolvimento da mesma populagdo uma vez que o CD5 é um regulador negativo
expresso em células anérgicas ou nas células Bla apds exposicdo a autoantigenos (ROTHSTEIN,

2002).

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

2008).

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

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

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

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

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

o toxodide tetanico e o virus da coriomeningite linfocitica (LCMV) (ZINKERNAGEL et al., 1996).
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Apesar das ASC manterem altos titulos de anticorpos por muito tempo sem reposi¢ao a partir
de células B de meméria (AHUJA et al., 2008) ha fortes indicios de uma relagdo hierdrquica entre os 2
tipos de células B: células B de memodria B220+ CD19+ ddo origem a células B com expressdo
intermediaria da molécula B220 e estas por fim tornam-se células de longa vida, caracterizadas pela

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

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

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

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

estudo.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

MAGALHAES et al., 2005; 2006), a capacidade de indugdo de anticorpos neutralizantes para os
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principais efeitos toxicos em camundongos (LOPES-FERREIRA et al., 2000; PIRAN-SOARES et al., 2007)

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

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

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

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

o acidente.

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

geradas.
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Um trabalho recente mais detalhado de investigacao dos efeitos do veneno de T. nattereri na
geracdo de memdria imunolégica e dos fatores envolvidos na manutencdo das células ASCs
desenvolvido por Grund et al. (2009) mostra que o veneno de T. nattereri é capaz de desencadear e
sustentar uma resposta imunoldgica de memdéria dependente de citocinas de linfécitos T, IL-5 e IL-
17A com altos e persistentes niveis de anticorpos especificos 1gG2a, 1gG1 e principalmente IgE
produzidos por células de longa sobrevida fenotipicamente caracterizadas como ASC
B220"Elew/neecpq3hiehlow e 138P% presentes além da medula Gssea também no baco e no periténio.
Ademais, este trabalho também suporta a idéia de que IL-5 e IL-17A participam na geracdo e na

sobrevivéncia de ASC com fenétipo B220Me"ow/nee

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

diferenciagao das células ASCs induzidas pelo veneno.

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

al., 2005)

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

TLR4 e da sinalizagdo MyD88 na modulagao desta resposta.
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2 OBJETIVO

Avaliar em camundongos o efeito das Natterinas, focando a importancia da atividade
protedsica, na indu¢do e manutencdo da resposta imune de memdria com produgdo persistente de
anticorpos plasmaticos e diferenciacdo de distintos subtipos de células B e de células secretoras de
anticorpos de longa vida (ASC). E ao mesmo tempo, avaliar o papel de TLR4 e MyD88 na regulac¢do da

resposta imune de memoria.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos com 7-8 semanas de idade da linhagem BALB/c
fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan e camundongos com o mesmo background
genético exceto para o TLR4, C3H/HePas (TIr4 wild type) e C3H/Hej (TIr4 mutante), C57BL/6 (MyD88
wild type) e MyD88 KO fornecidos pelo Biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il da
Universidade de S3o Paulo. Antes da realizacdo dos experimentos, os animais foram mantidos no
Biotério de experimentacdo do Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada em estantes ventiladas
sob condi¢des controladas de temperatura, umidade, iluminagdo e livres de patdgenos com agua e
racdo ad libitum. Todos os procedimentos que envolvem animais estdo em acordo as diretrizes
aprovadas pela Comiss3o Brasileira de Experimentacdo Animal (COBEA) e pelas Comissdes de Etica
Animal do Instituto Butantan (504/08) e do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo

Paulo (092).

3.2 Obtengao das Natterinas

As Natterinas do veneno do peixe T. nattereri foram concedidas pela Dra. Monica Lopes
Ferreira do Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada do Instituto Butantan. Elas foram obtidas
por um sistema de cromatografia de fase reversa HPLC (Akta — Amersham Biosciences, Suécia) e
protocolo previamente padronizado por nosso laboratdrio. Em alguns experimentos, a atividade

protedsica das Natterinas foi inativada por calor.

3.3 Indugdo de Resposta Imune de Memoria

Camundongos (n = 5/grupo) foram imunizados pela via intraperitoneal com as Natterinas (10
ug) adsorvidas em hidréxido de aluminio (1,6 mg) em um volume final de 500 pL por animal. Apds 7,
21 e 28 dias os animais receberam a mesma quantidade das toxinas sem adjuvante. Animais controle
foram imunizados somente com o adjuvante. Os animais foram sangrados pelo plexo oftalmico nos
dias 48, 74 e 120 apds a primeira imuniza¢do para obtencdo do sangue que foi centrifugado a 2000

rpm por 10 minutos a 10 °C e o plasma retirado foi estocado na dilui¢cdo 1/5 a -20 °C para dosagem
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de anticorpos. Em seguida, os animais foram mortos para obtencdo do lavado da cavidade
peritoneal, do baco e da medula dssea femoral para preparagcdo das suspensdes celulares e

identificacdo dos diferentes subtipos de linfocitos B nesses compartimentos (Figura 1).

3.4 Obtengdo de Células da Cavidade Peritoneal

Para obtencdo das células do periténio os animais imunizados com as Natterinas ou controle
foram mortos e a cavidade peritoneal lavada com meio de cultura RMPI 1640 incompleto para
obtencdo da suspensao celular. O material coletado foi centrifugado a 1500 rpm a 4 °C, por 10
minutos. O sobrenadante foi separado e o botdo celular foi ressuspenso em meio de cultura para
marcagao com os diversos anticorpos monoclonais e posteriormente analisadas por citometria de

fluxo.

3.5 Obtengao de Células Esplénicas

Os bagos dos animais imunizados com as Natterinas ou controle foram retirados de forma
estéril e em seguida submetido a maceragdo com o auxilio de um émbolo e uma membrana de nylon
de 100 pm com meio de cultura RPMI 1640 para recuperacdao da suspensao celular. Este
homogenato foi centrifugado a 1200 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Em seguida foi submetido a
lavagens e hemolise. O sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspensas em meio de
cultura RPMI 1640 incompleto. Os eventuais grumos foram retirados por sedimentacdo por 5
minutos no gelo e a viabilidade da suspensao obtida pela contagem celular em azul de Trypan. As
células foram marcadas com os diversos anticorpos monoclonais e posteriormente analisadas por

citometria de fluxo.

3.6 Obtencao das Células de Medula Ossea

Para obtencdo de células da medula dssea, os cordoes medulares do fémur de camundongos
imunizados com as Natterinas ou controle foram desprendidos das trabéculas ésseas com meio RPMI
1640 com auxilio de agulha e seringa. As células foram centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos a 4

°C. O sobrenadante foi coletado e as células foram ressuspensas em meio RPMI 1640. Apds a lise das
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hemacias as células foram centrifugadas e ressuspensas novamente em meio RPMI 1640 e marcadas

com os diversos anticorpos monoclonais e analisadas por citometria de fluxo.

3.7 Analise por Citometria de Fluxo

Para avaliar as diferentes populacdes de células B, as células dos diferentes compartimentos
(peritdnio, bago e medula 6ssea) foram incubadas primeiramente com o anticorpo anti FcyRII/IlI
(anti-mouse CD16/CD32) por 30 minutos a 4 °C. Em seguida as células foram lavadas com meio RPMI
1640 incompleto e centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante celular foi
desprezado e as células foram ressuspensas em meio RPMI 1640. Anticorpos recombinantes (BD
PharMingen, Oxford, UK) marcados com fluorocromos foram adicionados: controles isotipicos PE rat
IgG2a, FITC rat IgG2b, PECy 5 rat IgG2a ou os anticorpos FITC rat IgG2bk anti-mouse CD3, PECy 5 anti-
mouse CD45/B220, FITC anti-mouse CD19, PE anti mouse CD138, FITC anti-mouse CD43, PE anti-
mouse CD5, PE goat anti-mouse Ig (especifico para IgG1, 1gG2a, 1gG2b e IgG3), PE goat anti-mouse
CD23, PE goat anti-mouse CD11b. As células foram incubadas por 30 minutos a 4 °C no escuro. Apds
nova lavagem e centrifugacdo, as células foram ressuspensas em formaldeido 1% e deixadas a 4 °C
até a leitura no citometro de fluxo FACsCalibur de trés cores (BD Biosciences). Os eventos (10.000)
foram adquiridos e analisados com programa CellQuest Pro. Os experimentos foram realizados em
duplicata e os resultados expressos em numero absoluto de células positivas em relagdo ao numero

encontrado em cada compartimento.

3.8 Ensaio Imunoenzimatico para Detec¢ao de Anticorpos

A dosagem de anticorpos foi realizada pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto. Para
determinacdo de 1gG1 e IgG2a, microplacas foram sensibilizadas com 3 pg/mL das Natterinas, apds
incubacdo e lavagem, os plasmas individuais foram adicionados em diluicdes previamente
determinadas. Para revelacdo foram adicionados anticorpos de deteccdo biotinilados especificos
para 1gGl e IgG2a. Apds incubacdo e lavagem, a reacdo foi revelada pela adicao da mistura
cromégena mais substrato da enzima (1 mg de OPD em tampao citrato 0,2 M, pH 5,5 + H,0, 0,06%) e
a reacdo interrompida pela adi¢cdo de acido citrico 0,2 M, seguido pela leitura da absorbancia a 490
nm em espectrofotdmetro Victor 3 (Multilabel Counter, PerkinElmer). Curvas-padrao, utilizando
concentragdes conhecidas dos anticorpos murinos purificados foram realizadas para determinagdo
da quantidade destes isétipos nas 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-padrdo obtida com a IgE purificada (555248, BD
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Pharmingen). Os resultados foram expressos como a média das concentra¢des + desvio-padrdo das

amostras de cada grupo.

3.9 Reagdo de Anafilaxia Cutanea Passiva - PCA

A determinacdo de anticorpos anafildticos IgE e 1gG1 especificos foi feita pela reacdao de PCA,
segundo as técnicas descritas por Mota e Wong (1969) e Ovary (1958), respectivamente. Para a
determinacgdo de anticorpos anafilaticos IgE especificos para as Natterinas, ratos Wistar previamente
depilados no dorso foram injetados intradermicamente com 100 pL das dilui¢Ges seriadas dos
plasmas obtidos de camundongos controle ou imunizados com as Natterinas. Apds 18 horas de
sensibilizacdo, os animais foram desafiados intravenosamente com azul de Evans a 0,25%, contendo

100 pg de Natterinas.

Para a determinacdo de anticorpos anafilaticos 1gG1l especificos para as Natterinas,
camundongos BALB/c previamente depilados foram injetados intradermicamente no dorso com 50
uL de diluicbes seriadas dos plasmas inativados a 56 °C, por 1 hora. Apds 2 horas de sensibilizacdo, os
animais foram desafiados intravenosamente com azul de Evans a 0,25%, contendo 50 pg das
Natterinas. Em ambos os testes, a leitura da reacédo foi feita 30 minutos apds o desafio, observando-
se o diametro da reacdo na pele invertida do animal. Os titulos de IgE e 1gG1 foram expressos como a
reciproca da maior diluicdo dos plasmas que resultou em uma reagao positiva com mais de 5 mm de
didametro. Todos os testes foram feitos em triplicata e diferencgas entre os titulos de PCA maiores que

2 vezes foram consideradas significativas (FOX et al, 1976; ISHIZAKA e ADACHI, 1976).

3.10 Andlise Histoldgica e Imunohistoquimica

Os bacos dos animais controle, imunizados com as Natterinas proteoliticamente ativa ou
inativadas por aquecimento foram retirados e fixados em formaldeido 4%. Em seguida foram
embebidos em parafina e cortados a 2 um de espessura. Para a deteccdao de MMP-9 os cortes foram
desparafinados, re-hidratados com PBS (2 x de 1 minuto) e fixadas com formaldeido a 3% por 1 hora
a temperatura ambiente. Apds novo ciclo de lavagens com PBS (3 x de 5 minutos) foi adicionada
perdxido de hidrogénio a 3% em PBS para bloqueio da peroxidase enddgena. Apds 10 minutos de
incubacdo a temperatura ambiente, os cortes foram lavados com PBS (3 x de 5 minutos) e incubados
com solugdo de tripsina 0.1% adicionada de CaCl2 0.1%, por 10 minutos, seguido da adi¢ao de
tripsina 0.1% adicionada de HCl 4 M por 15 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi

neutralizada pela adigdo de PBS Tween 0.1% + BSA 0.05%, por 10 minutos de incubacdo a
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temperatura ambiente. Os cortes foram em seguida lavados com PBS (3 x de 5 minutos) e incubados
com tampado de permeabilizagdo (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 100ug do anticorpo de cabra anti-MMP-
9 de camundongo marcado com HRP (ReD Systems) previamente diluido em PBS + BSA 0.1% a
temperatura ambiente em camara Umida. Apds a incubacdo com o primeiro anticorpo, os cortes
foram lavados e incubados por 1 hora com o segundo anticorpo anti-lgG de cabra HRP (ReD Systems)
diluido a 1:3000 em PBS + BSA 0.1%. A reagcdo foi revelada usando o cromégeno 3’ 3’
diaminobenzidina (DAB) (Sigma) associado ao substrato da enzima H202 por 5 minutos no escuro. Os
cortes foram contra-corados com hematoxilina eosina para visualizagdo da morfologia esplénica
utilizando microscépio dptico (Axio Imager A.1, Carl-Zeiss) com maquina fotografica (Axion-cam IcC 1

— Zeiss) acoplada ao sistema.

3.11 Analise Estatistica

As diferencgas estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas apds andlise de
variancia (One-Way ANOVA), seguido do teste ndao-paramétrico Mann-Whitney ou paramétrico
Bonferroni. Foram considerados significativos os valores de p < 0,05. Foi empregado o programa SPSS

(Release 8.0, Standard Version, 1997).
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4 RESULTADOS

4.1 Resposta de Memodria Induzida pelas Natterinas

4.1.1 Resposta de memaria humoral

A habilidade das células T ativarem as células B pode ser avaliada pela medida do acimulo de
anticorpo no sobrenadante da suspensao celular em experimentos in vitro ou no plasma de animais
imunizados (EDDAHRI et al., 2009). Focamos nossa investigacdo na avaliacdo da resposta humoral de
memoria apds 48, 74 e 120 dias da primeira imunizagdo como apresentado na Figura 4. Nossos
resultados mostram que as Natterinas sdo capazes de induzir em camundongos BALB/c uma resposta
imune humoral do tipo Th2 com a producdo de altos niveis de IgG1 especifica (Figura 5A) e de IgE
total (Figura 5C), persistentes por até 120 dias apds a imunizagdo. Anticorpos especificos do subtipo
lgG2a (Figura 5E), caracteristicos de respostas com perfil Thl ndo foram induzidos nos camundongos
BALB/c imunizados com as Natterinas. Ja as Natterinas com a atividade protedsica inativa, foram
capazes de gerar anticorpos IgG1 especifica (Figura 5A), mas ndao conseguiram manté-los circulantes
por longos periodos e foram incapazes de gerar anticorpos IgE (Figura 5C). Ao contrario, as

Natterinas inativa geraram anticorpos IgG2a persistentes por até 120 dias (Figura 5E).

Por anafilaxia cutanea passiva em camundongos ou ratos, no plasma de animais imunizados
com as Natterinas verificamos intensa atividade anafilatica de IgG1 ja em 48 dias que declinou com o
tempo, alcangando niveis equivalentes ao controle em 120 dias (Figura 5B). Ao contrario, titulos
significativos de IgE anafilatico foram verificados somente em 120 dias (Figura 5D). Ndo houve
deteccdo de anticorpos anafilaticos no plasma de animais imunizados com as Natterinas

proteoliticamente inativa (Figura 5B e 5D).
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Figura 4. Resposta imune de memoéria em camundongos BALB/c induzida pelas Natterinas. Camundongos
BALB/cmachos(n=5) foram imunizados pela via intrapentonial com asNatterinas proteoliticam ente
attva ou mativada por aquectnento adsorvidas em adpavante, Apds 7, 21 e 28 dias os amumais
receberam a mesma quartidade de MNattennas sem adjuvante. Animais controle receberam apenas o
adjuvante. Nos dias42, 74 e 120 apdsa imunizagio, os animais foram sangrados pelo plex o oftdlmico
para obtengdo do plagua para dosagem de anficorpos & em seguda mortos pars obtengio das
suspensOes celulares da cavidade pentoneal do bago e da medula dssea femoral e 1dentificagio dos
diferentes subtipos de linfocitos B nesses compartun entos.
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Niveisplasmaticosde anticorposIgGl, IgG2a e IgE. Camundongos BALE/c com resposta crénica
as Natterinas foram sangrados apos 42, 74 e 120 dias da imunizagio para obtengdo do plasma e
dosagem dos anticorposl g5l especificos por Elisa (4) e por PC & (B), anticorpos I gE totatspor Elisa
(C) e por PCA (D) e anticorpos [gG2a especificos por Elisa (E). Os titulos de PC A representam a
reciproca da mator diluigdo do pool de plasmas que apresertaram wma reagdo cutinea posttiva com
diametro > 5 mm. Os dadosrepresentam a média de diferentes amodras acrescida do desvio-padiio.
Fp< 0,05 em relagdo ao controle.
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4.1.2 Subtipos de células B

Os linfdcitos B, células efetoras da imunidade humoral podem ser divididos em diferentes
subpopulacdes de acordo com distintas caracteristicas fenotipicas e funcionais. Células Bl
(B220°"CD19°**CD43P°CD80”**IgM"€"|gD**Mac1**CD11b***"*8CD23"¢) podem ser subdivididas em
Bla e Blb pela alta expressao de CD5 nas células Bla (HARDY e HAYAKAWA, 1994).

De acordo com a Figura 3, os animais imunizados com as Natterinas apresentaram uma
discreta diminui¢do no nimero absoluto de células Bla (B220P*°CD5"*) na cavidade peritoneal em 48
dias (Figura 6A). No bacgo, apesar de diminuicdo em 48 dias, as Natterinas induziram um grande
nuimero destas células a partir de 74 dias até 120 dias (Figura 6B). J& na medula dssea somente foi
observado aumento no numero absoluto de células Bla em 74 dias (Figura 6C). Estes resultados
mostram que o reservatorio cronico destas células em resposta as Natterinas é o baco que abriga
também o maior nimero de células. A imunizacdo com as Natterinas proteoliticamente inativa
induziu um aumento de células Bla no peritonio em 48 dias, seguido por uma drastica diminuigdo
desta subpopulacdo celular em 74 e 120 dias (Figura 6A). Além disso, mesmo que as Natterinas
inativas induzam um ligeiro aumento de células Bla no baco, elas ndo foram capazes de gerar nichos
de sobrevivéncia para a manutencdo destas células no bago (Figura 6B) e na medula (Figura 6C) por

longos periodos.

Com relag3o as células B1lb (B220P*°CD19**CD11bP*, Figura 7), as Natterinas induziram a
expansdo deste subtipo celular nos trés compartimentos analisados, em quantidade ou periodos
distintos: na cavidade peritoneal e no bago observamos um aumento significativo no numero
absoluto destas células por até 120 dias (Figura 7A e 7B). Na medula éssea foi observado aumento
significativo em relagdo ao controle em 48 e em menor quantidade em 74 dias, voltando ao nivel
normal do controle em 120 dias (Figura 7C). Estes resultados mostram que o reservatério crénico
destas células é o peritonio e o baco, sendo o compartimento esplénico o local de maior numero
celular. As Natterinas inativas foram capazes de gerar apenas aumento na populagdo de células Blb

da cavidade peritoneal em 48 e 120 dias (Figura 7A).
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Figura 6. Celulas Bla geradas no peritonio, no baco e na medula em resposta as Natterinas, Camundongos

BALE < wmwumizados com oas Hattznnas foram mortes noes dias 32 74 2 120 2 tezram as czlulas
pentensais csplincas & madulareas colatadas para marcacis cory anticorpos aspeafices para
miclzzulas de superfice 2 analisadas por atariztoa de floss Celulas Bla foram dentificzdas <
B220- CD0S-. Ac barras reprzszotam o nurzrs aboolate de czlulas poaiticas acazsada do desoa-
padrasdz dos 2 pznmentesindzpendantzs, “p 0 005 2 rzlacioe ac controlz,
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Figura 7. Celulas Bib geradas no peritonio, no baco e na medula em resposta as Natterinas, Camundongos

BalB/c munizadaos com asMatterinasativas ou inativas foram montosnos dias 4%, 74 e 120 e tiveram
as celulas pentoneais (A), esplénicas (B) e medulares (C) coletadas para marcagio com anticorpos
especificos para moléculas de superficie e analisadas por citometria de fluxo. Celulas BLL foram
identificadas corwe COLLL= na populagide duplameant: positiea para B2z0 & C0LY% As barras
represntam o numero absoluto de células positivas acre saida do desao-padrie de doiserperimeantos
melzpendeantzs *p< 0,05 em relagioao controle,
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As células B2, também conhecidas como células B convencionais caracterizadas pela alta expressao
de B220 e CD23 e pela auséncia de CD5 e Macl, foram observadas em nimero aumentado no
periténio somente em 120 dias (Figura 8A) e no bago e na medula éssea em 74 e 120 dias (Figura 8B
e 8C) dos animais imunizados com as Natterinas. Estes resultados mostram que os trés
compartimentos apresentam células B2 em 120 dias e que o bago abriga também o maior nimero de
células B2. Ja as Natterinas proteoliticamente inativas geraram uma intensa resposta de células B2
em todos os compartimentos analisados em 48 e 74 dias (Figura 8A, 8B e 8C), mantendo-se em

grande quantidade apenas no baco em 120 dias.

A contribuicdo de células B para a memdria imunoldgica se dd por duas distintas populagdes
produtoras de anticorpos: células B de memdria e células ASC. Sabe-se que as células B de memdria
expressam tipicamente IgM, IgG, IgE ou IgA de membrana que carregam mutag¢Ges somdticas dentro
da regido variavel da porgao CDR. Estas células podem expressar varios marcadores de superficie
como CD19, CD20, CD27 e B220, e embora demonstrem preferéncia para se localizarem nos sitios de
sua formacdo elas também recirculam e montam resposta proliferativa vigorosa para o antigeno
original apds uma segunda exposic¢ao.

Em 48 dias, as Natterinas induziram aumento de cerca de 4 vezes no numero absoluto de
células B efetora/meméria (B220™"1g°CD19°*) em relagio ao controle no periténio que caiu para
niveis iguais ao do controle apds 74 dias, retornando discretamente aumentado em 120 dias (Figura
9A). Na medula déssea (Figura 9C) foi observado um aumento significativo desta populagdo também
em 48 dias com decréscimo em 74 dias e alcancando niveis iguais aos do controle em 120 dias, e ao
contrario, no bago observamos um aumento crescente do nimero absoluto destas células até 120
dias (Figura 9B), mostrando a importancia dos trés compartimentos na manutencdo deste subtipo
celular em periodos mais recentes, e principalmente do compartimento esplénico como um
ambiente ideal para a manutencdo por longos periodos. Com relagdo a resposta induzida pelas
Natterinas proteoliticamente inativas, podemos observar uma ligeira diminuicdo na populagdo de
células B efetora/memoria em todos os compartimentos analisados em 48 dias (Figura 9A, 9B e 9C),

e aumento destas apenas em 120 dias no peritonio.
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Figura 8. Celulas B2 geradas no peritonio, no baco e na medula em resposta as Natterinas, Camundongos

BALBE/c imunizados com as Nattennas foram mortos nos dias 48, 74 ¢ 120 e tiveram as células
pentoneats, esplénicas e medulares coletadas para marcagio com anticorpos especificos para moléculas
de superficie e anahisadas por ctometria de fluxo. Czlulas B2 foram wlentficadas core B220- CD23-.
As barras representam o nimero absoluto de células postivas acrescida do desvic-padrdo de dois
avperieizntosindzpandeantzs. ¥p < 0,05 em relagio ao controle.
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Figura 9. Células B efetorasifmemoria geradas no peritonio, no haco e na medula em resposta as Natterinas.
Nos dias 42, 74 ¢ 120 as células peritoneais, esplénicas e medulares dos animais imwmzados ou ndo
com as Nattennas foram coletadas para marcagio com anticorpos especificos para moléculas de
superficie e analisadas por citometna de fluxo. Células B CD19+ foram idertificadas na populagio de
células duplamente positiva para BZ2Z0 e Ig As bamras representam o mimero absoluto de células
positivas acrescida do desvio-padrio de dois expenmentos independentes. *p < 0,05 em relagio ao
controle.

40



41

A partir de dados que mostram que células B de memaria B220°°CD19°*° podem originar células B
com expressao intermediaria da molécula B220 e estas por fim tornarem células de longa vida,
caracterizadas pela baixa expressdo de B220 ou mesmo auséncia deste marcador, avaliamos nos 3
compartimentos as populacdes de células ASC CD43°°CD138"* dos fendtipos negativo e positivo
para B220. Na Figura 10 podemos observar a presenca em 74 dias de ASC CD43°°CD138"* positivas
para B220 no peritonio (Figura 10A), aumento significativo destas células no bago em todos os
periodos (Figura 10B) e aumento a partir de 74 dias com persisténcia por até 120 dias no
compartimento medular (Figura 10C), mostrando que a medula dssea e principalmente o bago sdo os
reservatdrios crénicos desta subpopulacdo celular em animais imunizados com as Natterinas. A
imuniza¢do com as Natterinas inativa resultou em diminui¢do de ASC CD43P**CD138" positivas para
B220 no peritonio em 74 dias, seguido por um aumento em 120 dias (Figura 10A). No compartimento
esplénico, as Natterinas inativas induziram expansdo deste subtipo celular a partir de 74 dias (Figura

10A) e em todos os periodos analisados na medula dssea (Figura 10C).

J& a populacdo de ASC CD43°*°CD138"* do fendtipo B220 negativo foi observada em todos os
periodos de tempo no baco, em resposta as Natterinas (Figura 11B) aparecendo na medula dssea a
partir de 74 dias (Figura 8C) e na cavidade peritoneal somente em 120 dias (Figura 11A), mostrando
qgue além do baco e da medula éssea o peritonio também apresenta um microambiente favoravel
para a manutenc3o por longos periodos de células ASC B220", Ademais, as maiores populacdes de
células produtoras de anticorpos de longa vida sdo do fenétipo ASCs B220™¢. A populacdo de ASC
CD43"°CD138" do fendtipo B220 negativo induzida pelas Natterinas proteoliticamente inativas
pode ser observada logo em 48 dias no periténio (Figura 11A). No periodo crbnico, o principal
reservatério desta subpopulagdo celular é a medula dssea (Figura 11C), seguida pela cavidade
peritoneal (Figura 11A). E ao contrario, da resposta as Natterinas proteoliticamente ativas, as
Natterinas inativas ndo geraram nichos de sobrevivéncia para as ASCs convencionais no baco (Figura

11B).

Na Figura 12, podemos observar a inducdo de MMP-9 na regido perifolicular do baco de
animais imunizados com as Natterinas, através de imunohistoquimica com anticorpos especificos. O
pico de indu¢cdo de MMP9 foi em 8 dias, mas manteve-se positivo em 22 e 29 dias. Ao contrario, as
Natterinas proteoliticamente inativas ndo foram capazes de induzir MMP-9 em nenhum dos periodos

analisados.
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Figura 10. Células B de meméria de vida longa (A SC) B220pos induzidas pelas Natterinas Células ASCs
B220pos CD133+ foram 1dentificadas na populagic de célulasCDA3+ no pentdnio (A), no hago (B) ¢
na medula (€ apos 48, 74 e 120 dias da prmera munizagio com as Natterinas As barras
representam o mim ero abgoluto de células positivas acrescida do desvio-padiio de dois expermentos
independentes. *p< 0,05 em relagdoao controle,
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Figura 12. Imunohistoquimica de MMP-9 em cortes hisiolégicos do hace de camundongos BALB/c
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4.2 Regulagao por TLR4 da Resposta Imune de Memoria Induzida pelas Natterinas

4.2.1 Protocolo de indugdo de memdria pelas Natterinas em camundongos funcionalmente

deficientes do TLR4

Dentre os diferentes membros de receptores da familia dos TLRs, TLR4 expresso na
membrana celular de diversas células é capaz de ligar o lipopolissacaridio (LPS; endotoxina) de
bactérias Gram-negativas, além de vdrios ligantes enddgenos. Considerando que estimulos
policlonais via TLR4 podem contribuir para as respostas imunes humorais e que a sinalizagao via TLR4
é suficiente para induzir e/ou manter a expressdo de BLIMP-1 pelas células B, torna-se necessaria a

avaliacdo do papel de TLR4 na modulagdo da resposta humoral induzida pelas Natterinas.

Para avaliar a importancia do receptor TLR4 na diferenciacdo de ASCs e na manutencdo dos
niveis de anticorpos plasmaticos por longos periodos, camundongos com o mesmo background
genético, exceto para o TLR4, C3H/HePas (TIr4 wild type) e C3H/Hej (TIr4 mutante) machos foram
submetidos ao mesmo protocolo de imunizacdo com as Natterinas utilizado anteriormente para a
inducdo de resposta imune de memdria. Os niveis plasmaticos de anticorpos e os diferentes subtipos
de linfécitos B no periténio, no baco e na medula éssea foram avaliados. Animais controle foram

submetidos as mesmas condi¢Ges, entretanto foram injetados apenas com o adjuvante (Figura 13).
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Figura 13. Efeito da auséncia da sinalizacfo via o receptor TLR4 na reposta imune de memdéria induzida
pelas Natterinas. C amundongos cam o meano background genético exceto para o TLR4, C3H/Pas
e C3H/H# macheos (n=5) foram muruzados pela via intrapentordal com as Nattennas adsorndas
em adjuvante. Apds 7, 21 e 2% dias os animais receberam a meana gquantidade de Natterinas sem
adjuvante. Anim ais controle receberam apenas o adjuvante. Nos dias42, 74 e 120 apdsa imunizagio,
os arumas foram sangados pelo plexo oftdlmico para obtengio do plasma para dosagem de
arficorpos e mortos para obtencgio das suspenstes celulares da cavidade peritoneal, do bago e da
medula dssea femoral eidentificagio dos diferentes subtipos de infécitos B nesses compartimentos.
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4.2.2 Resposta de anticorpos induzida pelas Natterinas na auséncia do TLR4

A quantificacdo de anticorpos plasmaticos nos animais selvagens ou mutantes imunizados
com as Natterinas, mostrou que os camundongos TIr4 wild type produziram em torno de 2000 pg/mL
de anticorpos IgG1l especificos desde o primeiro até o Ultimo periodo de tempo analisado.
Interessantemente, a resposta de anticorpos 1gG1 especificos para as Natterinas em camundongos
Tlir4 mutante foi drasticamente reduzida em 48 dias (600 pg/mL), desenvolvendo-se em niveis
equivalentes ao animal selvagem somente em periodos mais tardios da resposta (Figura 14A). A
inducdo de anticorpos 1gG1 anafilaticos (Figura 14B) foi observada em ambos os animais TIr4 wild

type ou TIrd mutante imunizados com as Natterinas em todos os periodos analisados.

Em animais com a expressao funcional do TLR4, as Natterinas foram capazes de gerar
anticorpos totais IgE (Figura 14C) detectaveis somente em 48 e 74 dias (90 ng/mL e 70 ng/mL,
respectivamente) e anticorpos IgE especificos e anafilaticos (Figura 14D) somente em 74 dias (titulo
de PCA 1/20). Ja em animais deficientes na expressdo do TLR4, a producdo de IgE total (Figura 14C) e
anafilatica (Figura 14D) foi totalmente abolida em 48 e 74 dias, porém em 120 dias, periodo onde os
animais selvagens diminuiram a produc¢do deste subtipo de anticorpo a niveis basais, os animais Tir4

mutante induziram a sintese de baixos niveis de IgE total (40 ng/mL).

Além desta resposta de anticorpo mediada por linfocitos do subtipo Th2, em 74 dias as
Natterinas conseguiram induzir também anticorpos IgG2a especificos (Figura 14E) nos animais TIr4
wild type (1500 pug/mL) e de forma mais intensa nos animais T/r4 mutante (2500 pg/mL). Em 120 dias

ambos os grupos de animais atingiram niveis equivalentes de anticorpos IgG2a (2000 pg/mL).

Esses dados mostram que a sintese até 74 dias de anticorpos anafilaticos I1gGl e
principalmente IgE induzidos pelas Natterinas é positivamente regulada pela sinalizacdo via TLR4 e
apdés 120 dias, os niveis de IgE total sdo negativamente regulados. Ademais, a producdo de

anticorpos lgG2a anti-Natterinas sofre regulacao negativa de TLR4 em 74 dias.
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Figura 14. Niveis plasmaticos de anticorpos IgGl, IgG2a e IgE. Camundongos com o mesmo backgrownd
genético exceto para o TLR4, C3ZH/Pas e CZH/Heg com resposta crruca as Natterinas foram
sangrados apos48, 74 e 120 dias da imunizagio para obtengdo do plagna ¢ dosagem dos anticorpos
[251 especificos por Elisa (4) e por PCA (B), anticorpos [ gE totais por Elisa (G e por PCA (D) e
articorpos 1g52a especificos por Elisa (E) Os titulos de PCA representam a reciproca da maior
diluigdo do pool de plasmas que apresentaram wna reagio cutinea poativa com difmetro > 5 mm.
Os dados representam a média de diferentes amostras acrescida do desvio-padrio. ¥p < 0,05 em
relacio aoscontrolese ®p < 0,05 em relagio aosanim aiswild fype imunizados com asNatterinas.
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4.2.3 Regulagdo por TLR4 da diferenciagdo de subtipos de células B na resposta anti-Natterinas

Conforme apresentado na Figura 15, a cavidade peritoneal (A) de animais Tir4 wild type
imunizados com as Natterinas apresentou uma redugdo em torno de 66% no nuimero absoluto de
células Bla em 74 e 120 dias em relacdo ao nimero dos animais controle. Ja os animais TIr4 mutante
imunizados com as Natterinas tiveram aumento na popula¢do de células Bla no peritonio em 48 e
em 120 dias em relagdo ao respectivo controle. Porém, quando comparamos os grupos de animais
Tir4 wild type e Tlr4 mutante imunizados com as Natterinas, observamos uma diminui¢cdo no nimero
de células Bla nos animais TIr4 mutante em 48 e 74 dias e um aumento em 120 dias (Figura 15A),
mostrando uma regulagdo positiva de TLR4 até 74 dias e negativa em 120 dias. No baco, as
Natterinas ndo induziram a expansao deste subtipo celular nos animais TIr4 wild type, bem como nos
Tird mutante, exceto pelo grande numero de células Bla observado em 48 dias (Figura 15B),
mostrando uma regulacdo negativa de TLR4 neste periodo. Embora poucas células Bla tenham sido
observadas na medula éssea de ambos os tipos de animais selvagens ou mutantes, a imunizacdo dos
animais TIr4 wild type com as Natterinas gerou uma redu¢dao no nimero absoluto de células Bla em
74 e 120 dias em relagdao ao numero dos animais controle e, nos animais TIr4 mutante, as Natterinas
induziram um aumento significativo no nimero destas células a partir de 74 dias (Figura 15C).
Quando comparamos os grupos de animais TIr4d wild type e TIr4 mutante imunizados com as
Natterinas, observamos uma diminuida resposta de células Bla nos animais TIr4 mutante em 74 e

120 dias (Figura 15A), mostrando uma regulagdo positiva de TLR4.

Estes dados mostram que existe uma regulagdo positiva de TLR4 no peritonio até 74 dias e
negativa em 120 dias, uma regulacao negativa de TLR4 no baco em 48 dias e positiva de TLR4 na

medula a partir de 74 dias.

Com relagdo as células B1lb, as Natterinas ndo induziram a expansao desta subpopulagdo no
peritonio (Figura 16A) ou na medula déssea (Figura 16C) dos animais TIrd wild type, exceto pelo
aumento em 48 dias no compartimento esplénico (Figura 16B). J& nos animais TIr4 mutante
observou-se uma intensa expansao de células B1lb na cavidade peritoneal em 120 dias (aumento de
quase 6 vezes) (Figura 16A) e na medula éssea de quase 3 vezes em 48 dias (Figura 16C). No baco
observamos um aumento destas células em 48 dias que mesmo diminuindo com o tempo
permaneceu maior que o respectivo controle (Figura 16B), indicando assim uma regulagdo negativa
de TLR4 no acumulo deste subtipo celular nos 3 compartimentos durante o curso da resposta anti-

Natterinas.
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Celulas B1b geradas no peritonio, no baco e na medula en resposta as Natterinas, Camundmgos
com o mesmo backgrownd genético exceto para o TLR4, C3H/Pas e C3H/Hej munizados com as
Nattennas foram mortos nos dias 48, 74 e 120 e tveram as células pentoneats, esplénicas e
medulares coletadas para marcagdo com 0s anticorpos especificos para moléculas de superficie e
analisadas por citometna de fluxo. Celulas Blb foram dentificadas corme COLLE=- na populagas
duplaments poatica para B220 & <019 As barras represantar o nmero absoluto de células
positivas acrescila dode svic-padris de dois e perimentas ndependentes, Fp < 0,05 em relagioaos
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Os resultados apresentados na Figura 17 mostram que a imunizagao dos animais TIr4 wild type com
as Natterinas ndo induziu nos trés compartimentos aumento no nimero de células B2, exceto pela
presenca em 48 dias no compartimento esplénico e na medula déssea (Figura 17B e 17C). Ja os
animais TIr4 mutante imunizados com as Natterinas tiveram aumento no numero desta
subpopulacdo em 120 dias no periténio e no baco (Figura 17A e 17B). Quando comparamos 0s
grupos de animais TIr4 wild type e Tlr4 mutante imunizados com as Natterinas, observamos que a
resposta de células B2 em 120 dias no periténio e no baco é regulada negativamente por TLR4, assim

como a presenca na medula 6ssea em 48 dias é regulada positivamente.

Observamos na Figura 18 que as Natterinas induziram nos animais TIr4 wild type a expansao
de células B efetora/memdria (B220°**CD19°*Ig***) no peritdnio e na medula dssea a partir de 74 dias
(Figura 18A e Figura 18C). Ja os animais TIr4 mutante tiveram apds a imunizagdo com as Natterinas
um aumento de cerca de 9 vezes nesta subpopula¢cdo em 48 e 120 dias no peritonio (Figura 18A), um
aumento de cerca de 2 vezes em 74 e 120 dias no bago (Figura 18B) e cerca de 2 vezes em 48 e em
120 dias na medula déssea (Figura 18C) em relacdo ao respectivo controle. Ademais, estes dados
demonstram uma regulagdo negativa de TLR4 na expansdo desta subpopulagdo nos 3

compartimentos.

Quanto as células ASC CD138P°°CD43"**B220°*, observamos na Figura 19 que as Natterinas
induziram aumento no seu ndimero a partir de 74 dias no peritonio e a partir de 48 dias na medula
6ssea dos animais TIr4 wild type. Ja os animais Tlr4 mutante apresentaram apds a imunizacdo com as
Natterinas uma diminuicdo nesta populacdo de ASCs B220°* em 74 e 120 dias no peritonio (Figura
19A), uma expansdo em 48 dias no bago (Figura 19B), sem, no entanto sofrerem influéncia na
resposta na medula dssea (Figura 19C). Quando comparamos os animais selvagens e mutantes
imunizados com as Natterinas podemos sugerir uma regulacdo positiva de TLR4 na expansdo de ASC

B220°* no peritdnio e negativa no baco, sem, no entanto interferir na resposta ha medula dssea.



A}

Células B220° CD23' no
periténio (x10°células)
z

IR

- Iad e |
Hatterina

TS - B}

Tdﬁﬂ]

Confrol AR Tad ad
Hatteina

Células B220* CD23' no
Bago (x10° células)

C)

Células B220' CD23' na
medula (x10° células)
(%]

T

Hattarinas

O TLRdwild type
mm TLR 3 nmtado

Figura 17. Celulas B2 geradas no peritanio, no baco e na medula em resposta as Natterinas. Camundongos
com o meano background genélico exceto para o TLR4, C3H/Pas ¢ C3HMHe¢) imunizados com  as
Natterinas foram mortos nos dias 42, 74 e 120 e tiveram as células pentonears, esplénicas ¢
medulares coletadas para marcagio com anticorpos especificos para maoléculas de superficie ¢
analisadas por citometria de fluxo, Czlulas B2 foram vlentificadas corme B220- 2023+, 4 barras
represaptari o mimero absoluto de célalas postivas adresada do desac-padris de dos
eipenirientss ndependentzs *p < 005 em relagio aos comtroles e #p < 005 em relacio aos
animaiswild fype imunizadoscom asNatterinas.
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Figura 18. Celulas B efetoras/memoria geradas no peritonio, no baco e na medula em resposta as
Natterinas. Camundongos com o meano backgrownd genético exceto para o TLR4, C3H/Pas e
C3H/He imunizados com as Natterinas foram mortos nos dias 48, 74 ¢ 120 e tiveram as células
penitoneals, esplénicas e medulares coletadas para marcagdo com anticorpos especificos para
moléculas de superficie e analisadas por citom etna de fluxo. Células B CD19+ foram 1dentificadas
na populagio de células duplamente postiva para B220 e [g A&s barras representam o manero
abaluto de células postivas acrescida do desnio-padrio de dows expenmentas mdependentes. ¥p <
0,05 em relagdo aos controles e ¥p < 0,05 em relagio aos animais wild fype imunizados com as
Nattennas.
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Figura 19. Células B de meméria de vida longa (ASC) B220pos induzidas pelas Natterinas Células A5Cs
B220posCDI138+ foram identificadas na populagio de célulasCD43+ no peritonio (4), no bago (B)
e na medula (C) apds 42, 74 e 120 dias da primeira imunizagio com as Natterinas As barras
representam o mamierc absoluto de células postivas acrescida do desvio-padrdo de dots

experim entos independentes, ¥p < 0,05 em relagio aos cortrolese *p < 0,05 em relagio aos animais
wildfype imunizadoscom asMNatterinas,
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Conforme apresentado na Figura 20, os animais TIr4 wild type apresentaram aumento na populagdo
de ASCs B220™® a partir de 48 dias na cavidade peritoneal e no baco e a partir de 74 dias na medula
6ssea. Ja os animais TIr4 mutante apresentaram um pequeno aumento no peritonio em 48 e 74 dias,
no baco a partir de 74 dias e na medula éssea principalmente em 48 dias. Quando comparamos os
animais selvagens e mutantes apds a imunizacdo com as Natterinas observamos uma regulagdo
negativa de TLR4 nesta subpopulacdo celular no bagco e na medula éssea e positiva no periténio na

fase crénica (120 dias).

Estes dados mostram que TLR4 regula positivamente a fase inicial da sintese de anticorpos
anafilaticos 1gG1 e principalmente IgE induzidos pelas Natterinas e negativamente a producdo tardia
destes anticorpos. Ademais, observa-se uma dependéncia positiva da sinalizacdo via TLR4 no
controle tardio de células Bla na medula dssea e de ASC B220°* ou ASC B220™¢ no periténio. Um
controle negativo na resposta tardia de células Bla foi visto no periténio, de B1b e B2 no periténio e
no baco, de B efetora/memdria nos trés compartimentos e de ASCs B220°* ou ASC B220" no

compartimento esplénico.
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Figura 20. Células B de memoria de vida longa (A5C) B220neg induzidas pelas Natterinas Células A5Cs
B220negCD1 38+ foram dentificadas na populagio de célulasCD4%+ no pentdrio (4), no bago (B)
¢ na medala (C) apos 48, 74 ¢ 120 dias da primetra unuruzagio com as Natterinas As barras
representam o rmamero absoluto de células postivas acrescida do desnio-padiio de dots

experim entos independentes. ®p < 0,05 em relagio aos controlese #p < 0,05 em relagio aos animais
wildfypeimunizadoscom asNatterinas,
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4.3 Efeito da Auséncia da Sinalizagdo via MyD88 na Resposta Imune de Memoéria Induzida pelas

Natterinas

4.3.1 Protocolo de indug¢éGo de memdria pelas Natterinas em camundongos knockout de MyD88

Os receptores do tipo TLRs transmitem sinais através de uma entre quatro proteinas
adaptadoras: myeloid differentiation factor 88 (MyD88), TICAM1 (também conhecido como TRIF - TIR
domain-containing adaptor protein inducing IFN-8), TIRAP (também conhecido como MAL) e TICAM?2
(também conhecido como TRAM e TIRP). A ligacdo ao receptor TLR4 e a sua dimerizagao leva a
sinalizacdo via MyD88 e/ou TRIF (Revisto por RAKOFF-NAHOUM e MEDZHITOV, 2009). A estimulagdo
de TLR4/MyD88 leva a ativagdo de NF-kB, quinases do tipo MAPKs e JUN N-terminal (JNKs), p38 e
ERKs, e interferon regulatory factor (IRF3, IRF5 e IRF7), sinais essenciais na ativacdo das respostas

imune inata e adaptativa.

Para avaliar a importancia da sinalizacdo MyD88 na diferenciacdo de ASCs e na manutencdo
dos niveis de anticorpos plasmaticos por longos periodos, camundongos da linhagem C57BL/6 com o
mesmo background genético, exceto para o MyD88 (MyD88 wild type e MyD88 KO) machos foram
submetidos ao mesmo protocolo de imunizacdo utilizado anteriormente para a indugcao de resposta
imune de memoria. Os niveis plasmaticos de anticorpos e diferentes subtipos de linfocitos B no
peritdnio, no baco e na medula dssea foram avaliados. Animais controle foram submetidos as

mesmas condicGes, entretanto foram injetados apenas com o adjuvante (Figura 21).
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Figura 21. Efeite da auséncia da sinalizacdo via MyD88 na reposta imune de meméria induzida pelas
Natterinas. Camundongos com o mean o backgrownd genético exceto para o MpDE&, machos(n=125)
foram imunizados pela via intrapentonial com as Nattennas adsorvidas em adjuvante. Apds 7, 21 e
28 dias 05 animsais receberam a mesma quantidade de Nattennas sem adjuvante. Animais controle
receberam apenas o aduvante, Nos dias48, 74 ¢ 120 apodsa muruzacio, os arumais foram sangrados
pelo plex o oftalmico para obtencio do plasma para dosagem de anticorpos e em seguida mortos para
obtengdo das suspenstes celulares da cavidade pentoneal do bago e da medula dssea femoral e
wdentificagio dosdiferentes subtipos de infacitos B nesses compartim entos,
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4.3.2 Resposta de anticorpos induzida pelas Natterinas na auséncia da sinalizagdo MyD88

A quantificagdo de anticorpos plasmaticos nos animais selvagens imunizados com as
Natterinas mostrou uma produgdo em torno de 2000 pg/mL de anticorpos especificos 1gG1 durante
todo o curso da resposta humoral. Interessantemente, a resposta de anticorpos IgG1 especificos para

as Natterinas em camundongos MyD88 KO foi significativamente intensificada (Figura 22A).

Em 48 e 74 dias os titulos de anticorpos IgG1 anafilaticos nos animais MyD88 wild type e
knockout apresentaram-se equivalentes (titulo de PCA 1/80). J4 em 120 dias, quando os animais wild
type mantiveram a mesma titulagdo, uma diminui¢cdo na sintese de anticorpos IgG1 anafilaticos nos

animais MyD88 KO foi observada (titulo de PCA 1/80 e 1/20, respectivamente).

Animais MyD88 wild type imunizados com as Natterinas foram capazes de gerar anticorpos
totais IgE (Figura 22C) significativamente diferentes do controle em 74 e principalmente em 120 dias.
Ja os animais MyD88 KO imunizados foram mais responsivos a producao de IgE total, apresentando
niveis significativamente maiores que os dos animais selvagens nos dois periodos (Figura 22C).
Titulos de anticorpos IgE especificos anafildticos (Figura 22D) e anticorpos do subtipo IgG2a (Figura
22E)ndo foram observados em ambos os animais MyD88 wild type ou knockout em resposta as

Natterinas.

Nossos dados sugerem que a sintese de IgG1 especifica e IgE total induzida pelas Natterinas é
negativamente regulada pela sinalizagdo MyD88, enquanto no periodo tardio, a sintese de IgG1

anafilatica parece ser positivamente regulada por MyD88.
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Figura 22. Niveis plasmaticos de anticorpos IgG1, IgG2a e IgE. Camundongos com o mesmo background
genstico exceto para o MpDES com resposta crdnica as Natterinas foram sangrados apds 48, 74 e
120 dias da imuaruzacio para obtencio do plagna e dosagem dos anticorpos 1251 especificos por
Elisa (4) e por FC A (B), anticorposgE totais por Elisa (C) e por PCA (D) e anticorpos[gG2a por
Elisa (E) . Os titulos de PCA representam a reciproca da maior diluigdo do pool de plasmas que
apreserfaram wma rea¢io cutinea postiva com didmetro = 5 mm. Os dados representam a medi
de diferentes amostrasacreseida do desvio-padrio. *p 0,05 em relagio aos controlese *p < 0,05
em relagido aosanm atswild fppe nnurnizados com as Natterinas,
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4.3.3 Regulagdo por MyD88 da diferenciagdo de subtipos de células B na resposta anti-Natterinas

Conforme apresentado na Figura 23, a cavidade peritoneal (A) de animais MyD88 wild type
imunizados com as Natterinas apresentaram uma redugdo de 32%, 87% e 93% na quantidade
absoluta de células Bla em 48, 74 e 120 dias, respectivamente em relagdo a quantidade vista nos
animais controle. Os animais MyD88 KO imunizados com as Natterinas ndo apresentaram células Bla
no peritonio (Figura 23A). No baco (Figura 23B), as Natterinas induziram uma redugdo deste subtipo
celular em ambos os animais MyD88 wild type e knockout a partir de 74 dias. Ao contrario, na
medula dssea as Natterinas induziram nos animais selvagens a expansdo de células Bla em 48 dias
gue retornaram aos niveis basais em 74 e 120 dias e nos animais MyD88 KO induziram aumento no
numero destas células em 74 dias (Figura 23C). Quando comparamos os dois grupos MyD88 wild type
ou knockout apds a imunizacdo com as Natterinas, observamos uma menor resposta quantitativa de
células Bla nos animais MyD88 KO nos trés compartimentos em 48 dias, mostrando que a resposta

recente de células Bla induzida pelas Natterinas é regulada positivamente pela via MyD88.

Com relagdo as células Blb, as Natterinas induziram nos animais MyD88 wild type aumento
desta subpopulacdo no peritonio em 74 dias (Figura 24A) e ao contrdrio uma diminuicdo no baco foi
observada em todos os periodos de tempo analisados (Figura 24B). Na medula dssea destes animais
um aumento significativo de células B1b foi observado em todos os tempos (Figura 24C). Na cavidade
peritoneal de animais MyD88 KO grande aumento de Blb foi observado a partir de 74 dias (Figura
24A). No compartimento esplénico (Figura 24B) de animais MyD88 KO, observamos em 74 dias um
aumento na populacdo de células Blb e uma diminuicdo em 120 dias. Na medula dssea de animais
deficientes de MyD88 as Natterinas induziram uma diminuicdo na populacdo de células B1b em 48
dias, porém aumento a partir de 74 dias (Figura 24C). Quando comparamos os dois grupos MyD88
wild type ou knockout apds a imunizacdo com as Natterinas, observamos que MyD88 exerceu uma
regulacdo positiva na resposta de células Blb no periténio e no baco e ao contrério, negativa na

medula dssea.
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Figura 24, Celulas B1b geradas no peritonio, no baco e na medula em resposta as Natterinas. Camundongos

com o meano backgrownd genético exceto para o MpD32, imunizados com as Natterinas foram
mortos nos dias 48, 74 e 120 e tiveram as células peritoneads, esplénicas e medulares coletadas
para marcagio com anbicorpos especificos para moléculas de superficie ¢ analisadas por
citometria de fluxo. Czlulas BLE foram identificadas corma CGLLE= na populacis duplarents
postica para B220 & CDL%. As barras representam o namero absoluto de células positivas
acrzscida de dzsoie-padris dz das evperimentes indzpandantzs, ¥p < 005 em relagio aos
controlese ¥p < 0,05 em relagio aosanim aiswild fype imunizadoscom asNatterinas.
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A imunizacao dos animais MyD88 wild type com as Natterinas induziu na cavidade peritoneal um
discreto aumento na quantidade de células B2 em 74 dias e diminuicdo pela metade no nimero
destas células em 120 dias (Figura 25A). No compartimento esplénico, observamos um aumento de
células B2 somente em 74 dias (Figura 25B) e a partir de 74 dias aumento no numero absoluto destas
células no compartimento medular (Figura 25C). J4 os animais MyD88 KO imunizados com as
Natterinas apresentaram uma diminuicdo na populacdo de células B convencionais na cavidade
peritoneal em 48 dias, seguido de um aumento a partir de 74 dias (Figura 25A). E ao contrério dos
animais normais, a deficiéncia na sinalizacdo MyD88 resultou em diminuicdo de células B2 no
compartimento esplénico em 74 dias (Figura 25B). Na medula 6ssea de animais MyD88 KO,
observamos uma expansao de células B2 a partir de 74 dias (Figura 25C). Quando comparamos 0s
dois grupos MyD88 wild type ou knockout apds a imunizagdao com as Natterinas, observamos uma
menor resposta quantitativa de células B2 nos animais MyD88 KO que evidencia a participa¢do de

MyD88 regulando positivamente células B2 em todos os compartimentos.

Observamos na Figura 26A que as Natterinas ndo induziram em animais selvagens células B
efetora/memoria (B220°°CD19°*Ig”*) na cavidade peritoneal. J4 no bago estas células foram
observadas a partir de 48 dias e persistiram por até 120 dias (Figura 26B). Na medula dssea, o
acumulo de células B efetoras/memoria s6 foi observado nos animais selvagens em resposta as
Natterinas a partir de 74 dias (Figura 26C). Quanto aos animais MyD88 KO, as Natterinas provocaram
uma grande expansdo de células efetoras/meméria na cavidade peritoneal em 48 e em 120 dias
(Figura 26A) e um discreto aumento em 48 dias no bago seguido de diminuigdo a partir de 74 dias
(Figura 26B) sem, no entanto provocar alteragbes na medula Ossea (Figura 26C). Estes dados
sugerem que a sinalizacdo MyD88 regula as células B efetora/memaria negativamente no periténio e

positivamente no bago e na medula dssea.
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Figura 25. Celulas B2 geradas no peritonio, no baco e na medula em resposta as Natterinas. Camundongos
com omesmo backgrownd genético exceto para o MyDS3, mmunizados com  as Nattennas foram
mortos nos dias 48, 74 e 120 e tiveram as células peritoneais, espléricas e medulares coletadas
para marcacido com arficorpos especificos para moléculas de superficie e analisadas por
citom etnia de fluxo. Celulas B2 faram vlentficadas oo B220- C023- Asharrasrepresentan o
ramero absoluto de células posmtivas acrestida do dzsiic-padrde de deis zeoperimentos
medzprndzntzs. *p < 0,05 em relagio aos controles e *p < 005 em relagio aos animais wild hpe
imunizadoscom asNatterinas
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Figura 26. Células B efetoras’memoria geradas no peritonio, no bace e na medula em resposta as
Natterinas. Camundongos com o mesmao background genético exceto para o MypD3S, imunizados
com asMattennas foram mortosnos dias42, 74 e 120 e tiveram as células pentaruais, esplénicase
medulares coletadas para marcagdo com os anticorpos especificos para moléculas de superficie e
analisadas por citometria de fluxo Células B CD19+ foram identificadas na populagio de células
duplamente positiva B220 e [g As baras representam o mamero absoluto de células positivas
acrescida do desvio-padfio de dois experimentos independertes ¥p < 0,05 em relagio aos
controlese ¥p < 0,05 em relagio aosanimaiswild fype imunizadoscom asMatterinas,
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Observamos na Figura 27A que as Natterinas induziram nos animais MyD88 wild type uma
diminuicdo persistente de células ASCs CD138P**CD43P**B220°* no periténio. Ja os animais MyD88 KO
apresentaram aumento deste subtipo celular em todos os tempos sem, no entanto ser diferente em
relacdo ao grupo selvagem. A mesma diminuicdo vista no periténio foi observada para as células no
bago dos animais selvagens. Porém, nos animais MyD88 KO observamos uma regulagdo positiva, com
diminuicdo no seu nimero em 120 dias (Figura 27B). Ao contrario, no compartimento medular as
Natterinas induziram aumento discreto no niimero absoluto de ASC B220°*° nos animais selvagens a
partir de 74 dias e nos animais deficientes de MyD88, apds uma diminuicdo em 48 dias, uma grande
quantidade de células foi observada a partir de 74 dias (Figura 27C). Estes resultados sugerem que a
regulagdo da resposta de células ASC B220P* no peritdnio é independente da sinalizagdo via MyD88 e
ademais, existe uma regulacdo positiva desta molécula de sinalizacdo na resposta no bago e uma

regulacdo negativa na medula dssea.

Podemos observar na Figura 28 que as Natterinas induziram aumento significativo de células
ASC B220™¢ em 48 dias no baco (Figura 28B), em 74 e 120 dias na medula déssea (Figura28C) e em
todos os periodos de tempo analisados no peritonio dos animais MyD88 wild type (Figura 28A). Ja os
animais deficientes em MyD88 apresentaram em relacdo aos selvagens imunizados com as

neg

Natterinas reduzida resposta de células ASC B220™* nos trés compartimentos, demonstrando uma

sinalizagdo positiva desta molécula.

Nossos dados sugerem que a sintese de 1gG1 especifica e IgE (total e especifica) induzida
pelas Natterinas é negativamente regulada pela sinalizacdo MyD88, enquanto em periodos mais
tardios, a sintese de IgG1 anafilatica parece ser regulada positivamente por MyD88. Ademais,
observa-se uma dependéncia positiva da sinalizagdo via MyD88 no controle recente de células Bla
nos trés compartimentos, no controle tardio de B1b e ASC B220°* no baco, B efetora/meméria no
baco e na medula e de B2 e de ASC B220"® nos trés compartimentos. Um controle negativo na
resposta tardia de células B1b e ASC B220°* foi visto na medula dssea e de B efetora/meméria no

peritonio.
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Figura 27. Células B de memoria de vida longa (ASC) B220posinduzidas pelas Natterinas Células ASCs
B220+CD138+ foram identificadas na populagio de células CDA3+ no penitdnio (A) , no bago (B)
e na medula (C) apds 42, 74 e 120 dias da primewra snunizagdo com as Natterinas, As barras
representart o numerc absoluto de células postivas acrescida do desvio-padrio de dois
expenmentos independentes. *p < 0,05 em relagio aos cortroles e ®p < 0,05 em relagio aos
arum atswild fype munizados com asNatteninas,
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Figura 28. Células B de memoria de vida longa (ASC) B220neg induzidas pelas Natterinas Células ASCs
B220neg CD138+ foram identificadas na populagio de células CD43+ no peritdnio (4) , no bago
(B) e na medula (C) apds 48, 74 e 120 dias da primeira imuruzagio com as Nattennas As bamas
representam o mimero absoluto de células postivas acresaida do desno-padrio de dos

expetimentosindependertes *p < 0,05 em relagio aos controlese *p < 0,05 em relagic aos animais
wildfype munizados com asMattennas,
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5 DISCUSSAO

Um trabalho recente desenvolvido por nosso grupo investigou os efeitos do veneno de T.
nattereri na geracdao de memdria imunoldgica em camundongos e os fatores envolvidos na
manutenc¢do das células ASCs (GRUND et al., 2009). Neste trabalho foi mostrado que o veneno é
capaz de desencadear e sustentar uma resposta imunolédgica de memodria dependente de citocinas
de linfdcitos T, IL-5 e IL-17A com altos e persistentes niveis de anticorpos especificos 1gG2a, 1gG1 e
principalmente IgE produzidos por células de longa sobrevida ASC na medula dssea
(B220"°*CD43"°*CD138"*), no bago (B220"¢"CD43"&"CD1387 e B220°"CD43""CD138"*) e também
no periténio (B220™6CD43"°*CD138"°). Ademais, este trabalho revelou a importancia das citocinas IL-
5 e IL-17A na geracdo e na sobrevivéncia das diferentes ASC nos 3 compartimentos e na manutengao
esplénica de células Bla, uma vez que o uso de anticorpos neutralizantes para as duas citocinas

conseguiu reverter a diferenciagcdo das células ASCs induzidas pelo veneno.

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

serem as proteinas majoritarias do veneno de T. nattereri (MAGALHAES et al., 2005).

Diante da necessidade de maiores dados para o esclarecimento da formacdao de memdria
humoral de memadria com a diferenciacdo e manutencdo de células de longa sobrevida - ASCs e da
participacdo dos receptores TLRs na modulacédo da resposta de memdaria, o objetivo do atual trabalho
foi avaliar em um modelo murino a resposta de memdria humoral e os compartimentos celulares
desenvolvidos pela imunizacdo com a nova classe de proteinas encontradas no veneno do peixe T.
nattereri. Assim, avaliamos em camundongos com resposta de memodria as Natterinas a
diferenciacdo de células secretoras de anticorpos de longa sobrevida, bem como o papel do receptor

do tipo TLR4 e da sinalizagdo MyD88 na modulagao desta resposta.

A imunizacdo intraperitoneal de camundongos BALB/c com as proteases Natterinas é capaz
de desencadear e manter uma resposta imune especifica com produgao de anticorpos com perfil Th2
(IgE e 1gG1) por longos periodos. A capacidade das proteases em induzir anticorpos IgE totais e
especificos foi descrita inicialmente nas respostas contra o parasita Schistosoma mansoni, onde
cisteinoproteases (SmB1, catepsina L) derivadas dos ovos deste helminto foram demonstradas

capazes de induzir a sintese de IgE pelas células B (VERWAERDE al., 1988; PEARCE e MACDONALD,
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2002). Mais tarde foi sugerido que a capacidade das proteases em induzir resposta Th2 era
dependente de sua atividade proteolitica (GOUGH et al. 1999). Comparando a resposta de anticorpos
desencadeada pelas Natterinas proteoliticamente ativa e inativa, nossos resultados corroboram com
estes dados, uma vez que as Natterinas inativa perdem a capacidade de induzir e manter respostas

de perfil Th2.

Para uma proteina ser reconhecida como imunogénica e ativar o sistema imune,
primeiramente ela precisa ser degradada em peptideos antigénicos por proteases intracelulares no
proteassoma de células apresentadoras de antigenos (APCs). Estes peptideos devem possuir de 13—
18 residuos de aminoacidos, que se ligardo as moléculas do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) e serdo transportadas para a superficie celular. Eventualmente, o complexo
peptideo-MHC serd reconhecido por linfocitos T auxiliares que estimulardo a sintese de anticorpos
especificos por linfécitos B (GOLDBERG e ROCK, 1992). Entretanto, quando um imundgeno como as
Natterinas é também uma protease, elas podem ndo serem processadas como uma molécula de
proteina sem atividade proteolitica, e ao contrario degradar proteinas envolvidas na fungao de
processamento de antigeno das APCs (DARANI e DOENHOFF, 2009). O que podemos apreender de
nossos resultados é que as Natterinas foram processadas adequadamente pelas APCs e
desencadearam resposta imune humoral T-dependente e de memdria. Porém, ainda resta ser
investigado se as Natterinas além de induzirem resposta humoral sdo também capazes de agir
proteoliticamente sobre qualquer tipo celular como DCs, linfécitos T ou B, ou ainda clivando
proteinas de membrana como anticorpos em células B ou proteases no compartimento endossomal

de APCs (KONG et al., 1994; PRUETT JR, 1993; ASLAM et al., 2008).

A atividade protedsica de varios alérgenos tem sido demonstrada antes mesmo da
comprovacdo de sua capacidade de inducdo de respostas Th2 ou da producdo de Ig (KHERADMAND
et al., 2002; GOUGH et al., 1999; SHAKIB et al., 1998). Entretanto, o mecanismo e o alvo molecular ou
celular das proteases incluindo as Natterinas na indugdo da diferenciacdo de resposta Th2 aguardam

completa identificacao.

Na tentativa de elucidar o mecanismo molecular de a¢do das proteases, Donnelly et al.
(2010) trabalhando com a protease FheCL1 derivada do helminto F. hepatica, conhecida por dirigir
resposta imune com perfil Th2, demonstraram que uma simples injecdo da protease FheCL1 em
camundongos suprime a producdo de mediadores inflamatdrios por macrdfagos peritoniais ativados
pelo LPS sem, no entanto diminuir a expressdo de CD14 ou TLR4/MD2. Ademais, os autores propdem

que a inibicdo da ativacdo dos macrdfagos induzida pela protease se da apds a sua captura e a
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subseqliente degradacdo de TLR3 no compartimento endossomal, evitando assim a sinalizacdo

dependente de TRIF e o desenvolvimento de resposta Th1.

Recentemente foi confirmada a acdo direta de omega-1, uma T2 ribonuclease de 32 kDa
secretada de ovos do S. mansoni (FITZSIMMONS et al., 2005) na inducdo da alteracdo da capacidade
imunogénica de células dendriticas (DCs). Esta protease altera o citoesqueleto das DCs impedindo a
sinalizacdo eficiente via MHC ao TCR dos linfécitos e gerando diferenciacdo para Th2 (STEINFELDER et
al., 2009). Ademais, Everts et al. (2009) confirmaram por experimentos in vitro com DCs e in vivo em
camundongos que a protease omega-1 do S. mansoni é um potente indutor de resposta Th2,
dependente da produgdo de TSLP (thymic stromal lymphopoietin) e da sinalizagdo OX40-OX40L (LIU
et al., 2007).

Evidéncias de que a alergenicidade do Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 1) presente
no pé doméstico esta ligada a sua atividade cisteinoprotease foi sugerida por experimentos in vitro
gue mostraram que ela é capaz de clivar CD23 na forma membranosa em linfécitos B humanos
(HEWITT et al., 1995; SCHULZ et al., 1995) e por experimentos in vivo que mostraram que a
imunizac¢do de camundongos com a Der p 1 proteoliticamente inativa pelo inibidor E-64 ou pelo calor
resulta na auséncia da producdo de anticorpos IgE total e especifico e IgG1 especifico (KIKUCHI et al.,

2006).

Recentemente, foi demonstrado que proteases derivadas de alérgenos ou do fungo
Alternaria alternata ativam células epiteliais bronquicas para produzirem TSLP via o receptor PAR-2.
Também, Sokol et al. (2008) demonstraram que basodfilos sdo ativados diretamente por proteases,
mecanismo dependente da atividade proteolitica, e dirigidos para os linfonodos drenantes, onde
uma vez ativados produzem IL-4, IL-13, IL-31 e TSLP, citocinas determinantes para a polarizacdo da

resposta Th2.

Diversos trabalhos que aliam metodologias como microarray, PCR em tempo real e
fenotipagem da superficie celular ou intracelular por citometria de fluxo, revelaram que em murinos,
células B de memodria tém expressao aumentada de membros da superfamilia de receptores de TNF,
SLAM (signaling lymphocytic activation molecule), B7 e Bcl2, assim como de receptores TLR (de 1 a
10) e da molécula CD180 (RP105) relativa a familia dos TLR (RICHARD et al., 2008). Tentando explicar
o0 mecanismo pelo qual a sinalizacdo via receptores TLRs pode contribuir para a autoimunidade e
inflamacgdo cronica, Hwang et al. (2009) demonstraram por microscopia intravital que a sinalizagdo

via TLR4 aumenta o transito de linfécitos B para os linfonodos, induzindo a colocalizagdo e a
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interagdo com células estromais dos foliculos linféides, gerando a proliferacdo e aumento na

diferenciacdo para células B de memoaria e de longa vida (ASC).

Assim, a exposicdo ambiental a proteases derivadas de fungos, alérgenos ou toxinas de
venenos de peixes peconhentos como as Natterinas podem ser decisivas para o desencadeamento
de resposta imune do tipo Th2, caracterizada pela alta producdo de Igt. Podemos entdo especular
gue as Natterinas se apresentam como antigenos e a eficiéncia na indugdo de resposta humoral Th2
pode ser o resultado adjuvante de sua ac¢do proteasica por multiplos mecanismos como i) em células
do sistema inato como macréfagos, degradando TLR3 e impedindo a polarizacdo da resposta para
Th1, ii) ativando DCs ou células epiteliais na producdo de citocinas (e.g. TSLP) que dirigirdo a
diferenciacdao de linfécitos T para o subtipo Th2, jii) diretamente sobre baséfilos ativando-os para a
producdo de citocinas ou jv) diretamente sobre linfécitos B, dirigindo o transito para o centro

germinativo dos foliculos linféides.

Este estudo com as proteases Natterinas permitiu um maior esclarecimento da resposta
humoral de memdria induzida pelo veneno do peixe T. nattereri uma vez que mostra que as
Natterinas, toxinas majoritarias do veneno, sdo capazes de induzir em camundongos BALB/c resposta
imune humoral do tipo Th2 com a produgdo de altos niveis de anticorpos com atividade anafilatica
IgG1 e principalmente IgE. Ademais, indica que a resposta mista com producdo de IgG1, IgE e IgG2a
desencadeada pelo veneno pode ser decorrente da acao de outra toxina presente no veneno como a

Nattectina, uma lectina tipo C (MAGALHAES et al., 2006).

De maneira interessante, o estudo da resposta humoral de longo prazo induzida pelas
Natterinas se tornou uma area promissora, pois permitiu o estudo da complexa organizacdo do
compartimento de células B de memodria, principalmente do subtipo de longa sobrevida (ASC) com
distintos fendtipos e muito provavelmente com subespecialidades funcionais. Desta forma,
mostramos que as Natterinas alteraram o compartimento de células B, expandindo células B do
compartimento inato como células Bla no bago, Blb no peritbnio e baco e B2 nos trés
compartimentos. Permitiu também correlacionar os altos niveis de anticorpos da resposta
secundaria com as numerosas células B efetora/memdria no baco e células ASCs nos 3
compartimentos: diferentemente do veneno que induziu células ASC B220P*° no bago e na medula e
células ASC B220"™# no peritdnio, as Natterinas promoveram a expans3o de numerosas ASCs B220"®

em todos os compartimentos, assim como também de células ASCs B220P° no baco e na medula

Ossea.
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Ainda, nossos resultados comparando a resposta imune desencadeada pelas Natterinas
proteoliticamente ativa e inativa, podemos evidenciar que a atividade protedsica desencadeia um
distinto perfil de resposta. As Natterinas inativas induzem uma resposta mais precoce, de perfil Thl e
principalmente local, ao contrdrio, as Natterinas proteoliticamente ativa sdo capazes de gerar uma
resposta imune cronica, de perfil Th2 e que abrange distintos compartimentos (local efetor, 6rgdos
linféides secundarios e medula dssea). Além disso, ao contrario das Natterinas inativadas, as
Natterinas ativas sdo capazes de induzir MMP-9 no bago dos animais imunizados. Este fenébmeno,
talvez possa ser associado a capacidade das Natterinas ativas em induzir respostas imunes de perfil
Th2, uma vez que as MMP-9 na forma ativa sdo capazes de clivar a molécula CD23 (FceRll, receptor
de baixa afinidade para IgE) expressa em linfécitos B esplénicos, levando a sua circulagdo na forma
soltvel (sCD23) que contribui para a sintese aumentada de IgE (HIBBERT et al., 2005; FORD et al.,
2006). A inducdo de MMP-9 pelas Natterinas proteoliticamente ativas também podem ser associadas
a resposta imune de células B em distintos compartimentos, uma vez que as metaloproteinases de

matriz sdo importantes componentes para a migragdo celular (MELAMED et al., 2006).

O préximo passo neste estudo foi avaliar a participacdo do receptor TLR4 e da sinalizagdo via
MyD88 na modulagdo da resposta humoral de memoéria induzida pelas Natterinas. Diversos autores
confirmam que a ativagdo de receptores inatos como os TLRs é decisiva para a geragdo de respostas
T dependentes de memodria de grande magnitude, qualidade e de longa duragdo. Os receptores TLR4
transmitem sinais através da molécula adaptadora MyD88 assim como através de TRIF. Para
determinar se receptores TLR4 estdo envolvidos na resposta humoral de memdria induzida pelas
Natterinas, utilizamos animais deficientes na expressdo de TLR4 (C3H/Hej) comparados com animais
de background genético semelhante, porém com expressdo funcional do TLR4 (C3H/HePas).
Ademais, para excluir a contribuicdo da ativacdo alternativa de multiplos receptores TLRs que
sinalizam via esta proteina adaptadora realizamos experimentos com animais deficientes no gene de

MyD88.

Nossos resultados mostraram que a auséncia funcional da molécula TLR4 influenciou
positivamente a sintese de anticorpos I1gG1 e principalmente IgE nos periodos recentes da resposta e
negativamente de 1gG2a, sugerindo a participacdo destes receptores na indugao de resposta humoral
com perfil Th2. Ademais, com a cronicidade da resposta TLR4 parece ser importante para regular
negativamente a produgdo dos anticorpos IgG1 anafilaticos e IgE total. Assim, sugerimos uma agdo
adjuvante do receptor TLR4 acelerando a sintese preferencial de anticorpos de perfil Th2. Ademais,
com os animais deficientes em MyD88 verificamos que a sintese de IgG1l especifica e IgE total

induzida pelas Natterinas é negativamente regulada pela sinalizagdo MyD88, enquanto no periodo
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tardio, a sintese de IgG1 anafilatica parece ser positivamente regulada por MyD88, diferente da
regulacdo via TLR4, sugerindo que a regulacdo positiva de IgG1 anafildtica e de IgE total no periodo
recente seja dependente da sinalizagdo TLR4 via outra molécula adaptadora, TRIF. O papel da
molécula adaptadora TRIF na sinalizacdo por TLR4 foi demonstrado em macrofagos derivados de
camundongos deficientes para o gene de TRIF, os quais apresentaram incapacidade de producdo de
citocinas inflamatdrias em resposta a agonistas de TLR4, e ndo em resposta a outros ligantes de TLR
(YAMAMOTO et al., 2003). Em uma publicagdo de 2005 do grupo de pesquisa do Dr. Medhitzov
(PASARE e MEDHITZOV, 2005) foi demonstrado que enquanto a producdo de IgM, IgG1 e IgG2c é
dependente da proteina MyD88 expressa em células B, a producdo de IgE e IgA parece ser
independente da sinalizagdo MyD88, necessitando de mecanismos alternativos de sinalizagdo, como

o TRAM e TRIF.

Em 2009, Jackson et al. a partir de dados experimentais sugeriram que o contato do sistema
imune desenvolvido ou maduro com o LPS gera simultaneamente resposta imune com producdo de
citocinas do tipo Thl e aumento da sintese de IgE, o que contribui para a exacerbacdo de doencas
alérgicas. Os dados in vitro e in vivo demonstraram que a exposicdo ao LPS dependente da
sinalizacdo via TLR4/MyD88 gera a secrecdo da metaloproteinase de matriz MMP-9 que na forma
ativa cliva a molécula CD23 (FceRll, receptor de baixa afinidade para IgE) expressa em linfécitos B
esplénicos, levando a sua circulagdo na forma solivel (sCD23) que contribui para a sintese
aumentada de IgE (HIBBERT et al., 2005; FORD et al., 2006). Em humanos, altos niveis plasmaticos de
sCD23 se correlaciona positivamente com a gravidade da doenca alérgica, os quais diminuem apos a

imunoterapia com baixas doses de alérgenos (JUNG et al., 1995).

Mediante estes resultados, resta verificarmos se alem da sinalizagdo TLR4/MyD88 a
sinalizacdo TLR4/TRIF é também capaz de induzir a producdo de MMP-9 e clivar a molécula CD23,
uma vez que em nosso modelo ela foi importante para a sintese de anticorpos anafilaticos anti-

Natterinas.

Quanto a analise do perfil celular, nossos resultados corroboram os dados na literatura que
mostram que a emigra¢do de células B1 do periténio pode ser dependente de sinais oriundos de
receptores TLRs. Demonstramos que as Natterinas induziram uma diminuicdo de células Bla na
cavidade peritoneal de animais MyD88 wild type e MyD88 KO, mas que os animais TIr4 mutante
apresentaram um acumulo de células Bla no periténio. Sabendo-se que a sinalizagdo do TLR4 pode
ocorrer via TRIF independente de MyD88 (YAMAMOTO et al., 2003) e que animais MyD88 KO sdo

capazes de suprimir a expressao de integrinas a4, a6, B1 e CD9 nas células B1 quando estimuladas
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com LPS (HA et al., 2006) sugerimos que o TLR4 independente de MyD88 (via sinalizacao TRIF), regula

negativamente os genes de integrinas, permitindo a emigracao de células B1 da cavidade peritoneal.

Outro dado importante em nossos resultados pode ser elucidado através da comparacdo da
resposta anti-Natterinas em animais com o mesmo background genético exceto para o TLR4. No
periodo cronico da resposta, animais TIr4 wild type apresentam uma diminuicdo a niveis basais de

neg

células B efetora/memdria acompanhado por um aumento de ASC™ e ASC™® na cavidade peritoneal.
Ao contrario, animais que carregam uma mutac¢do no TLR4 apresentaram um acumulo de células B
efetora/memdéria acompanhado por uma drastica diminuicdo de ambas as ASCs no local efetor da
resposta. Estes dados reforcam a idéia da relacdo hierarquica entre os 2 tipos de células B de
mem©ria (B220°*°CD19"*° x ASC B220™#) quando mostram que estimulos do TLR4 s3o suficientes para
ativar células B efetora/memoria para se diferenciarem em ASCs in vivo. Dados da literatura mostram
que agonistas de TLRs sdo suficientes para induzir a expressdo de BLIMP-1 pelas células B
diferenciando-as em ASCs in vitro e os nossos resultados mostram entdo esta fungdo reguladora de

TLR4 na diferenciagdo de ASC in vivo (SHAPIRO-SHELEF e CALAME, 2005; LIN et al., 2002; SHAFFER et
al., 2002, 2004).

Interessantemente, nossos resultados mostram que a sinalizagdo TLR4/MyD88 é essencial

neg

para a manutencdo de ASCs B220™* por longos periodos no compartimento efetor da resposta, o
peritdnio, uma vez que a auséncia de ambas as proteinas sinalizadoras refletiu na total auséncia de
ASCs B220"® no periodo crénico da resposta. Isto pode ser associado ao fato de que células B
deficientes de MyD88 superexpressam o fator apoptoético Bcl-6 e diminuem a expressdo de BLIMP-1.
Assim, demonstrando que TLR4/MyD88 induzem a diferenciacdo/manutencio de células ASC pela

continua expressdo de BLIMP-1, um importante fator de regulacdo génica para a sobrevivéncia de

células B secretoras de anticorpos de longa dura¢do (PASARE e MEDHITZOV, 2005).

Em conjunto, podemos dizer que existe uma interdependéncia de ambas as sinalizagdes
TLR4/MyD88 na regulacdo da resposta humoral e celular induzida pelas Natterinas que pode ser

assim resumida (Figura 29):

] Regulac¢do negativa de IgE total no periodo tardio;

. Regulacdo positiva de células Bla e B2 no peritonio e na medula dssea no periodo

recente e de Bla na medula no periodo tardio;

neg

° Regulacdo positiva de células ASC B220™* no periténio no periodo tardio.
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] Regulacdo negativa de células B efetora/memaria no peritdonio durante todo o curso

da resposta.

Finalmente, os fenémenos celulares observados na resposta cronica as Natterinas induzidos
pela sinalizacdo TLR4 independente de MyD88 ou pela via MyD88 independente de TLR4 indicam
claramente que a ativacao de TLR4 pode desencadear a sinaliza¢cdo pela proteina adaptadora TRIF e
que as Natterinas geram uma resposta simultdnea de ativacdo de multiplos receptores TLRs,
respectivamente. Assim, a regulacao positiva de IgG1 anafildtica e de IgE total no periodo recente e
de IgE anafilatica durante todo o curso da resposta humoral bem como a presenca de ASCs B2207*°

no periténio é dependente da sinalizagdo TLR4/TRIF (Figura 29).

E importante salientar que as Natterinas sdo conhecidas por se ligarem e degradarem os
colagenos tipo | e tipo IV, impedindo a aderéncia de células Hela a matriz extracelular, além de
apresentam efeito citotdxico, induzindo morte e subseqiiente desaderéncia celular (KOMEGAE et al.,
submetido). Desta maneira, é possivel especular que a fagocitose deficiente de células apoptodticas e
a consecutiva liberagdo de antigenos nucleares (ligantes enddgenos de TLRs) caracteristicos da

imunopatologia induzida pelas Natterinas podem gerar a ativagdo de alternativos receptores TLRs.

Vem sendo descrito que a injuria tecidual induzida por proteases induz a liberacdo de
mediadores proinflamatdrios (ligantes de TLR2), como high mobility group box protein 1 (HMGB1) e
heat shock protein 70. HMGB1 finamente aderido a cromatina de células apoptéticas induz a
secregdo de IL-1B, II-6, IL-10 e TNF-o. e de moléculas co-estimuladoras em macréfagos e DCs,
respectivamente (URBONAVICIUTE et al., 2008) e que a ativacdo de multiplos receptores TLR por

ligantes endégenos amplifica a resposta humoral em diversos modelos animais (TIAN et al., 2007).

Por fim, podemos acrescentar que as Natterinas agem também induzindo v) a ativa¢do de
receptores TLR4 dependente da via MyD88 ou TRIF dependente e vi) a liberacdo de ligantes

endodgenos de multiplos TLRs.

KOMEGAE, E.N.; PAREJA-SANTOS, A.; RAMOS, A.D.; OLIVEIRA, A.K.; SERRANO, S.M.T.; LOPES-FERREIRA, M.; LIMA, C. Novel
insights into the local pathogenesis induced by fish toxins: role of Natterins ans Nattectin in the disruption of cell-cell and
cell-ECM interactions and modulation of cell migration. Submitted, 2010.
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6 CONCLUSOES

Este estudo com as proteases Natterinas permitiu um maior esclarecimento da resposta
humoral de memédria induzida pelo veneno do peixe T. nattereri e se mostrou uma drea promissora e
interessante, pois permitiu o estudo da complexa organizacdo do compartimento de células B de
memoria, principalmente do subtipo de longa sobrevida (ASC). Mostramos que atividade protedsica
das Natterinas é importante ndo sé pela inducdo do perfil de resposta Th2, mas pela manutencao da
cronicidade de resposta de células B nos trés compartimentos analisados (peritonio, baco e medula
6ssea), uma vez que as Natterinas inativas tendem ao perfil de resposta Th1, induzindo uma melhor
resposta precoce e principalmente local. A ativacdo de receptores inatos como os TLRs é decisiva
para a geracdo e manutencdo de células ASCs B220°°™E em resposta as Natterinas, dependentes de
MyD88 assim como através da molécula adaptadora TRIF. Estas sinalizagdes controlam a magnitude,
a qualidade e a longa duracdo da resposta humoral de memoéria através da acdo em diferentes

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