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Resposta imunoldgica em modelos animais imunizados contra 0 muco
nativo ou irradiado por raios gama de %°Co da raia de agua doce
Paratrygon aiereba

Gabriela Ortega Coelho Thomazi

RESUMO

As raias sao peixes pegonhentos e estdo frequentemente associadas a acidentes
em seres humanos, principalmente na regido Norte do Brasil, favorecidos pelo habito
desses peixes de permanecerem no fundo de aguas rasas e pela continua utilizacao
humana dos rios. Os ferrdes das raias causam lesdes dolorosas, edema, necrose,
€ 0 muco que recobre toda a extensdo do corpo desses peixes pode aumentar a
gravidade desses ferimentos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta
imunoldgica induzida pelo muco de Paratrygon aiereba nativo ou irradiado por raios
gama de *°Co em modelos animais. Foram realizados ensaios imunoenzimaticos e
Western blotting para verificar a resposta humoral e reatividade cruzada dos soros
provenientes de camundongos Swiss e coelhos New Zealand previamente
imunizados contra o veneno, muco nativo ou irradiado. A inducdo da producéo de
anticorpos in vitro, as subclasses de IgG e a quantificagdo de citocinas foram
analisados. Além de realizados ensaios de soroneutralizagdo da atividade
edematogénica in vitro e in vivo e de viabilidade celular. Os dados foram analisados
estatisticamente por meio de analise de variancia. O protocolo de imunizagéo
possibilitou a obtencéo de soros com titulos satisfatorios de anticorpos policlonais.
O muco e veneno de P. aiereba sdo imunogénicos e apresentam reatividade
antigénica. O muco nativo ou irradiado induziu a producéo de anticorpos IgG e esses
reconheceram antigenos presentes no muco de outras espécies de raias. Células
esplénicas de animais imunizados contra o muco irradiado produziram IFN-y, TNF-
a e IL-10 e também foi observada a producado sérica de TNF-a (grupo imunizado
contra 0 muco irradiado) e de IL-6 e IL-17 (grupo imunizado contra 0 muco nativo).
O soro anti-muco irradiado reduziu a atividade edematogénica in vitro, ao contraria
da in vivo que néo foi neutralizada. Os resultados corroboram o uso da radiagao
ionizante, com producdo de anticorpos altamente responsivos e melhor resposta
imune, além de comprovar que o muco de Paratrygon aiereba foi capaz de estimular

resposta imune adaptativa celular e humoral.



Humoral response of animal models immunized against native or 8°Co
irradiated mucus from the freshwater stingray Paratrygon aiereba

Gabriela Ortega Coelho Thomazi

ABSTRACT

Freshwater stingrays are venomous animals, frequently associated with accidents in
northern Brazil where the shallow waters and the human use of the rivers favour
close proximity between the fish and potential victims. Ray stings induce painful
lesions, edema, necrosis, and the mucus that covers the body of these fishes may
increase the severity of the wounds. The aim of this work was to evaluate the immune
response induced by native or ®°Co Paratrygon aiereba mucus in animal models.
Enzyme linked immunosorbent assays and western blots were performed to
compare humoral immune response as well as cross reactivity using antibodies
raised in mice or rabbits against venom or mucus, the latter either in its native or
irradiated form. Antibody production in vitro, immunoglobulins subclasses and
cytokines production were evaluated. Immunization resulted in good levels of
antibodies. Interestingly, both the mucus and the venom share many cross reactive
components. Furthermore, antibodies raised against native mucus or its irradiated
counterpart were cross-reactive against the mucus of other stingray species. Splenic
cells from mice immunized with irradiated mucus secreted IFN-y, TNF-a and IL-10.
The serum raised against irradiated mucus reduced edematogenic activity in vitro,
but not in vivo, when the venom and the serum are injected separately. Our results
corroborate the potential of ionizing radiation as a detoxifying agent for immunogens,
with production of high antibody titers and, that the highly abundant mucus of
freshwater stingrays contains basically the same repertoire of antigens as the venom,

inducing the synthesis of high levels of neutralizing antibodies.
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1. INTRODUCAO
1.1 Raias de agua doce

As raias dulcicolas apresentam distribuicdo geografica endémica nos
principais sistemas fluviais da América do Sul. No Brasil, sdo encontradas nas
bacias Amazodnica, Tocantins-Araguaia, Paraguai-Parana e Parnaiba (Garrone
Neto et al., 2007; Moro; Rosa; Charvet-Almeida, 2010; Carvalho; Lovejoy, 2011).

Esses peixes peconhentos pertencem a familia Potamotrygonidae, classe
Chondrychthyes, subclasse  Elasmobranchii, ordem  Myliobatiformes,
compreendendo quatro géneros: Paratrygon, Potamotrygon, Heliotrygon e
Plesiotrygon (Carvalho; Lovejoy, 2011).

O corpo das raias € achatado dorsiventralmente, com nadadeiras peitorais
e a cabeca incorporada ao disco. A boca e as fendas branquiais estdo
localizadas na parte ventral, os dentes sdo pavimentosos, além de olhos e
espiraculos localizados no topo da cabeca na parte dorsal. Apresenta
reproducdo com mecanismos sofisticados, fertilizacdo interna com cépula, os
machos utilizam as nadadeiras pélvicas (clasper) para introduzir o esperma na
fémea. S&o viviparas aplacentaria s, a maturidade sexual é tardia, a gestacao é
demorada, com baixa fecundidade e os adultos tem expectativa de vida longa
(Rosa, 1985).

O género Paratrygon é considerado monoespecifico até o momento,
contudo estudos indicam que esse grupo pode compreender um complexo de
espécies. Andlises filogenéticas indicam que € o género mais basal e seus
exemplares estédo entre 0s maiores representantes da familia Potamotrygonidae.
Sua cauda é filiforme (tipo chicote), comprida e bem fina nos exemplares juvenis,
e geralmente ndo se encontra completa em exemplares adultos (Fig. 01). O
ferrdo serrilhado é de tamanho reduzido em relacdo as outras raias dulcicolas e
localizado proximo a base da cauda e o disco de formato oval. Possui distribuicdo
geografica nas bacias Amazbnica e Tocantins-Araguaia (Carvalho; Lovejoy;
Rosa, 2003; Charvet-Almeida; Almeida, 2008; Carvalho; Lovejoy, 2011,
Frederico et al., 2012).
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Figura 01 — A - Raia Paratrygon aiereba. B — Detalhe da cauda curta e com dois ferrbes.

Fonte: Gabriela Ortega Coelho Thomazi (arquivo pessoal).

As raias Potamotrygon compreendem em torno de 20 espécies,
apresentam cauda moderadamente robusta e curta, geralmente menor que o
comprimento do disco, com ferrdes serrilhados mais desenvolvidos, localizados
na porcdo mediodistal e disco de formato oval (Fig. 02). S&o encontradas nas
principais bacias hidrograficas brasileiras, como a Amazbnica, Tocantins-
Araguaia, Parana-Paraguai e rios da regido nordeste (Silva, 2009; Garrone Neto;
Haddad Jr., 2010; Carvalho; Lovejoy, 2011).

Figura 02 — A — Raias do género Potamotrygon coletadas no Reservatério da Usina
Hidrelétrica Luis Eduardo Magalhaes, Porto Nacional/TO. B — Detalhe da cauda de
Potamotrygon sp. com dois ferrdes. Foto: Gabriela Ortega Coelho Thomazi (arquivo

pessoal).

O género Heliotrygon compreende duas espécies, apresenta disco com
formato circular, ferrdo pequeno desprovido de serrilhas, localizado préximo a

base da cauda (Fig. 03A). E encontrado apenas na bacia do Rio Amazonas
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assim como o género Plesiotrygon. Este Ultimo apresenta cauda mais longa que
o comprimento do disco, com o ferréo serrilhado desenvolvido proximo a base
da cauda, disco com formato oval e também abrange duas espécies (Fig. 03B)
(Carvalho; Ragno, 2011).

Figura 03 — A - Raia Heliotrygon sp. B - Raia Plesiotrygon sp. (Fonte: Carvalho, Lovejoy,
2011; Carvalho, Ragno, 2011).

Os unicos elasmobranquios adaptados para viverem exclusivamente em
ambientes de agua doce sdo Potamotrygonidae (Araujo et al., 2004). Sao
animais bentbnicos e como estratégia alimentar, devido ao posicionamento
inferior (ventral) da boca das raias, séo normalmente encontrados em repouso
no fundo arenoso ou lamacento dos rios, onde se alimentam de insetos,
moluscos, crustaceos, anelideos e peixes (Barbarino, Lasso, 2005; Almeida et
al., 2010).

Devido a estes habitos é grande a possibilidade de acidentes, que ocorrem
guando os humanos, acidentalmente, pisam na parte dorsal destes animais, que
utilizam a cauda para se defender. Habitualmente as raias ndo sdo animais
agressivos, provocando acidentes apenas quando sdo pisoteadas ou manejadas

inapropriadamente, como estratégia de defesa (Haddad Jr. et al., 2004).
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Figura 04 — Raias Paratrygon aiereba camufladas na areia do rio. Local: Ribeirdo do

Carmo, Porto Nacional/TO. Foto: Gabriela Ortega Coelho Thomazi (arquivo pessoal).

1.2 Estado do Tocantins

O estado do Tocantins pertencente a regido Norte do Brasil foi criado em
1988, a partir do desmembramento do estado de Goias (Nascimento, 2009).
Localiza-se numa regido de grande importancia ecoldgica, abrigando a bacia
hidrografica Tocantins- Araguaia e representando uma éarea de transi¢cdo entre
trés dos maiores biomas brasileiros: Amazonico, Cerrado e Caatinga (Silva,
2007).

Os principais rios do estado do Tocantins pertencem a maior bacia
hidrografica localizada inteiramente em territorio brasileiro, a Tocantins-
Araguaia. No periodo de estiagem (de junho a setembro), ocorre redugdo no
volume de agua nos rios dessa bacia, formando extensos bancos de areia, onde

destaca-se o turismo nas praias e ilhas fluviais (Fig. 05) (Brasil, 2009).



17

Figura 05 — A — Exposi¢do dos bancos de areia que ddo origem as praias e ilhas fluviais

na estiagem. B — Praia da llha, Caseara/TO. Fonte: http://turismo.to.gov.br/regioes-

turisticas/praias-e-lagos-do-cantao/principais-atrativos/caseara/

As praias de agua doce as margens dos rios Tocantins, Araguaia e de seus
afluentes, assim como as ilhas, ocorrem em diversos municipios do Estado do
Tocantins, atraindo turistas de diversas partes do Brasil (Souza, 1999).

Além disso, alguns municipios banhados pelo reservatério da Usina
Hidrelétrica Luis Eduardo Magalhdes (Lajeado) localizado no Rio Tocantins,
como a capital Palmas e o municipio de Porto Nacional, contam com praias e
ilhas de 4gua doce permanentes (Investco, 2005).

Dessa forma, além das atividades de lazer, como a pesca esportiva,
esportes nauticos e ecoturismo, esses rios e seus afluentes estéo ligados a
atividades socioeconémicas, onde comunidades tradicionais como ribeirinhos e
povos indigenas sobrevivem a partir da pesca de subsisténcia ou profissional, e
também através do comércio relacionado ao turismo (Brasil, 2009; Monteiro-dos-
Santos et al., 2014).

Entre os peixes que compdem a ictiofauna tocantinense, as raias merecem
destaque por estarem frequentemente associadas a acidentes em seres
humanos. Esses agravos séo favorecidos pela frequente utilizacdo dos rios, seja
por lazer ou por atividades ocupacionais. Especificamente no estado do
Tocantins, a frequéncia desses agravos € alta e muitas vezes subnotificada
(Monteiro-dos-Santos et al., 2014; Silva Jr. et al., 2015; Tocantins, 2015).

Com o intuito de reduzir a possibilidade da interacdo entre
banhistas e peixes peconhentos e/ou traumatizantes como as raias e piranhas,

foram instaladas telas de protecdo nas praias e ilhas permanentes do municipio
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de Palmas, isolando a area especifica para o banho. Iniciativas similares tém

sido empregadas para evitar o contato de humanos com tubardes (Allen, 2001).

Figura 06 — Tela de protecao delimitando a &rea de banho na Praia do Prata, Palmas/TO.
Fonte: Fernando Alves/Prefeitura de Palmas.

1.3 Ictismo por potamotrigonideos

Os acidentes provocados por peixes, tanto fluviais quantos marinhos, séo
denominados de ictismo. Estes acidentes podem ser classificados como
acidentes sarcotéxico, acantotoxico e vulnerante, sendo o primeiro provocado
pela ingestdo de toxinas presentes em 6rgdos ou tecidos (baiacu), o segundo
por ferroadas (raias) e o ultimo através de dentes, rostros, aculeos ou ferrbes
nao toxiferos (piranha) (Lima; Ferreira, 2000; Saude, 2001)

As raias da familia Potamotrygonidae, também denominadas
potamotrigonideos, possuem de um a quatro ferrdes 6sseos, geralmente de
formato retrosserrilhado, localizados na cauda e posicionados de forma que a
resposta defensiva destes animais € eficaz quando ha um estimulo necessario,
como no caso de uma pisada inadvertida. Nesses casos, as raias desferem
ferroadas, que resultam na penetracdo do aguilhdo no corpo da vitima (Fig. 07)
(Garrone Neto; Haddad Jr., 2010).
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Espinho Serrilhado

Figura 07 — Mecanismo de defesa das raias contra predadores ou pisdes acidentais. O
ferrdo se eleva e fica em posicao obliqua em relagdo a cauda para dar “chicotadas” que

resultam na penetracdo do ferrdo. Fonte: Oliveira, 2015 apud Fenner et al., 1988.

Os ferrBes apresentam estrutura rigida derivada de denticulos dérmicos e
sdo recobertos por um epitélio, que possui grandes quantidades de células
glandulares produtoras de toxina e muco, cuja composi¢cao e mecanismo de acao
ainda ndo foram totalmente elucidados (Haddad et al., 2004).

A producédo de toxinas por parte das raias, assim como em outros animais,
€ uma estratégia de defesa que pode ajudar na sua sobrevivéncia em um
ecossistema altamente competitivo (Zhao et al., 2008).

Outro aspecto importante € a auséncia de um aparelho de ductos para
injetar o veneno, sugerindo a inocula¢ado da peconha pelo rompimento de células
glandulares (Halstead; Bunker, 1953).

Além do veneno, as células epidérmicas das raias produzem muco espesso,
gue recobre todo o corpo do animal, inclusive o ferrdo, sendo que este muco
também apresenta atividade toxica (Weiss; Wolfenden, 2001; Magalhaes et al.,
2006; Klesius et al., 2008; Zhao et al., 2008; Monteiro-dos-Santos et al., 2011).

Na descricdo histolégica do ferrdo de raias Potamotrygon (P. falkneri, P.
orbignyi e P. leopoldi) foi identificado um grande numero de ceélulas
especializadas localizadas ventro-lateralmente nos sulcos do ferrdo e células
glandulares voltadas para o exterior na epiderme do dorso e ferrdo (Pedroso et
al., 2007). Essas células glandulares sdo responsaveis pela camada de muco

gue recobre a superficie de peixes (Elliot, 2011).
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A superficie epidérmica dos peixes € recoberta por secrecdo mucosa e faz
contato direto com o seu ambiente, constituindo uma barreira natural, fisica e
bioguimica, por conter toxinas e compostos liticos que impedem a incrustacao
de organismos ou predadores, impedindo a colonizacdo de microrganismos e
parasitas (Elliot, 2011). Desempenha papel importante na regulacao i6nica e
osmotica, alimentacao, reproducdo, lubrificante na locomocao, reconhecimento
de individuos, formacdo de cardumes e migracdo de determinadas espécies
(Bavington et al., 2004; Bragadeeswaran et al., 2011; Benhamed et al., 2014).

Recentemente foi publicado o resultado da analise transcriptomica do
contetdo ferrdo de Potamotrygon falkneri e P. motoro, afirmando que o
metabolismo do ferrdo esta envolvido na producao de toxinas, corroborando com
a sintomatologia tipica de acidentes causados por essas espécies (Oliveira Jr. et
al., 2016).

As caracteristicas do ferrdo favorecem o ferimento, pois além de penetrar
na pele da vitima com grande facilidade por ser pontiagudo, a bainha que o
recobre é danificada durante a irrupcéo deste, expondo as células glandulares
da peconha. Quando o ferrdo € retirado da vitima, o ferimento se amplia pelo
fato do ferrdo ser retroserrilhado, o que leva a maior laceracdo dos tecidos,
facilitando a absorcdo de toxinas e ocasionando sintomas e sinais nas vitimas
(Fig. 08) (Halstead, 1966; 1970; Church; Hodgson, 2002).

Figura 08 — Ferrao retrosserrilhado bilateralmente de uma raia do género Potamotrygon.

Foto: Gabriela Ortega Coelho Thomazi (arquivo pessoal).

Como o ferrdo é recoberto por muco e este possivelmente € composto por
um numero de componentes imunogénicos, enzimas proteoliticas e peptideos
antimicrobianos, acredita-se que a presenca de um ou varios desses compostos

podem aumentar a gravidade dos ferimentos causados pelos ferrbes de raias de
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agua doce (Conceicéo et al., 2006; Magalhaes et al., 2006; Monteiro-dos-Santos
et al., 2011).

1.4 Aspectos clinicos e tratamento dos agravos por potamotrigonideos

Os acidentes com raias raramente sdo fatais, mas sempre sao dolorosos.
A dor aparece imediatamente apos a ferroada, inicialmente no local do ferimento
e depois se estende por todo 0 membro acidentado. E descrita como dor intensa
e desproporcional ao tamanho da leséo (Halstead, 1970; Garrone Neto, Haddad
Jr., 2010; Lameiras et al.,, 2013), podendo persistir por mais de 48 horas
(Sadhasivam et al., 2013; Silva Jr. et al., 2015) e pouco aliviada com morfina
(Chanhl, Kirk, 1975).

As manifestacfes mais precoces além da dor, sédo o edema e eritema (Silva
Jr. et al., 2015). Febre, frio, sudorese, nduseas, vomito, agitacdo e taquicardia
sdo alguns efeitos sistémicos manifestados nas vitimas. Como agravante, o
ferrdo pode se fragmentar ou soltar durante o acidente, provocando a retengéo
do mesmo na lesdo (Garrone Neto, Haddad Jr., 2010; Haddad Jr., 2003).

Sdo também associadas a estas lesGes: necrose, vasculite, ulceracdes
com cicatrizagdo demorada, contraturas musculares induzidas pela dor e
infec¢des secundarias (Sadhasivam et al., 2013; Fino et al., 2015; Torrez et al.,
2015; Silva Jr. et al., 2015).

As infec¢des secundarias frequentemente observadas ap0s as injurias por
raias podem ser causadas tanto por microrganismos encontrados no ambiente
onde o animal se encontra (agua ou solo) como no préprio animal. E a extensao
da infeccdo pode ser determinada pela quantidade de microrganismos
inoculados durante o acidente, sua patogenicidade, tempo decorrido entre o
acidente e o suporte médico, e o tratamento empregado (Domingos et al., 2011;
Torrez et al., 2015).

Domingos et al. (2011) observaram que o muco de Potamotrygon motoro e
a agua do rio de onde ela foi coletada, transportam bactérias potencialmente
patogénicas e multirresistentes, que podem causar infec¢cdo secundaria severa
em feridas adquiridas nestes agravos.

LesBes letais ocorrem raramente, exceto quando o ferrdo atinge 6rgaos

vitais ou em decorréncia de complicacdes (Meyer, 1997; Haddad Jr., 2003).
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Torrez et al. (2015), descreveram casos de tétano e necrose local apos
ferroada por raia, sendo que um dos casos desenvolveu sepse severa, evoluindo
para choque séptico e morte. Em ambos casos, a procura pelo atendimento
médico foi tardia (mais de uma semana) e a histoéria vacinal desconhecida. Silva
Jr. e equipe (2015) relataram um acidente com Potamotrygon motoro ocorrido
no estado do Tocantins, em que o paciente apresentou dor intensa persistente
(mesmo com o emprego de diferentes esquemas analgésicos), edema, necrose,
vasculite, infeccdo, mesmo com intervencdes terapéuticas e suporte médico
(Fig. 09).

Figura 09 — Evolucédo do acidente por raia de agua doce. A- Edema, vasculite, hiperemia
(3h); B — Agravamento edema (24h); C — Equimose/edema (48h); D — Agravamento
equimose (7 dias); E, F — Necrose (9 dias); G — Substituicdo tecido necrético; H, | —
Trauma aberto (30 dias); J, K — Recuperacéo do tecido (70 dias); L — Sensibilidade ao

toque, dificuldade de calcar sapato (ap0s 220 dias). Fonte: Silva Jr. et al. (2015).

A abordagem terapéutica nos casos de acidentes por raias é baseada na

extensado e carater da lesdo e nos sintomas clinicos manifestados, em que séo
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empregados analgésicos, anti-inflamatorios e antibidticos (Garrone Neto;
Haddad Jr., 2009).

Estudos recentes em animais indicam que o uso de anti-histaminicos e anti-
inflamatoérios ndo-esteroides sdo eficazes no combate a inflamagéo decorrente
deste tipo de agravo (Kimura et al., 2015).

Também é recomendada a imersdo do membro afetado em agua quente
para o controle da dor. Além de limpeza intensa da ferida, uso de anestésicos
locais, profilaxia para o tétano, radiografia de tecidos moles para descartar a
possibilidade de retencdo de partes do ferrdo e debridamento de areas
necroticas (Atkinson et al., 2006; Torrez et al., 2015).

Um fato comum as vitimas destes acidentes € a ndo procura por suporte
médico ou a demora em procurar atendimento, seja pelo fato de estarem
localizadas em é&reas distantes dos estabelecimentos de saude ou por utilizarem
a medicina popular como primeira op¢ao terapéutica. Na maioria desses casos,
apo6s o surgimento de complicacdes locais, como necrose e infeccOes
secundérias € que os acidentados procuram os servicos de saude (Monteiro-
dos-Santos et al., 2014, Torrez et al., 2015; Monteiros et al., 2016).

1.5 Epidemiologia dos acidentes por raias

A epidemiologia dos agravos por peixes peconhentos no Brasil é pouco
relatada, apesar da elevada morbidade e relevancia para a saude (Haddad Jr. et
al., 2004; Sé&-Oliveira, Costa, Pena, 2011; Monteiro-dos-Santos et al., 2014;
Gualberto, Mendonca, Santos, 2016).

Segundo a Portaria n.° 1.271/14 do Ministério da Saude, o acidente com
animal peconhento é de notificacdo compulsoéria nos servicos de saude publicos
e privados em todo o territério nacional (Brasil, 2014).

Este tipo de agravo deve ser informado ao Sistema Nacional de Notificacao
e Agravos (SINAN) via preenchimento da ficha de notificagdo de acidentes por
animais pegonhentos (Brasil, 2007). Sobre esta ficha, merece destaque o fato de
gue ndo ha um campo especifico para acidentes provocados por peixes, sendo

de responsabilidade do profissional de saude a especificacdo do acidente por
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raia no campo “Outros”. No entanto, sao contemplados com campos especificos
0S agravos por: serpente, aranha, escorpido, abelha e lagarta.

Os agravos por animais pegconhentos também podem ser registrados via
SINITOX (Sistema Nacional de Informagfes Toxico-Farmacoldgicas), SIH-SUS
(Sistema de Informac6es Hospitalares do Sistema Unico de Saude) e o SIM
(Sistema de Informacdes sobre Mortalidade). Contudo, o SINAN é o Unico
sistema nacional que possui um moédulo especifico para tratar de agravo com
animal peconhento (Bochner; Struchiner, 2002).

Os acidentes séo frequentes na regido Norte do pais e ha noticias de
acidentes por raias de agua doce na regiao sudeste do pais (Garrone Neto et al.,
2007; S&-Oliveira, Costa, Pena, 2011; Haddad Jr. et al., 2012).

Pelo fato desses agravos nao receberem a mesma atencao dispensada
para os casos de ofidismo e de outros animais peconhentos, Gualberto et al.
(2016) criaram um Sistema de Notificacdo de Acidentes por Arraias no Estado
do Amazonas, que podera subsidiar estudos epidemioldgicos, pesquisas sobre
os tipos de ocorréncia e gravidade de acidentes por estes peixes.

Trabalhos sobre os acidentes com potamotrigonideos sdo encontrados na
literatura. Schiera (2002) e Haddad Jr. (2004) relataram casos de acidentes em
aguaristas. Haddad Jr. et al. (2003) verificaram 25 lesbes ocasionadas por raias
no Estado do Tocantins entre os anos de 2000 a 2003. A equipe de Garrone
Neto (2005) apontou acidentes de trabalho com raias entre pescadores no
municipio de Araguacema/TO. Em 2010, Garrone Neto e Haddad Jr. relataram
acidentes ndo notificados em banhistas e pescadores na regido Sudeste do pais.
Sa-Oliveira e seu grupo (2011) investigaram 22 vitimas de acidentes no Amapa.
Em 2014, Santos e colaboradores entrevistaram 25 acidentados nos municipios
de Formoso do Araguaia e Porto Nacional/TO. Passos et al. (2016) analisaram
prontuarios de pacientes acidentados por raias entre janeiro de 2002 a julho de
2015, em que foram atendidos 45 casos no Hospital Publico de Porto
Nacional/TO. Em 2016, Monteiros e colaboradores relataram um caso de
amputacdo do halux apés infeccdo bacteriana e necrose decorrentes de leséo
causada por ferroada de raia de agua doce em Rondonia.

Na maioria dos casos as vitimas sdo do género masculino, pescadores ou
banhistas. Os membros inferiores sdo os mais afetados e o principal sintoma

associado ao acidente é a dor de grande intensidade apos a ferroada e edema



25

(Haddad Jr. et al, 2003; Garrone Neto, Haddad Jr., 2010; Sa-Oliveira, Costa,
Pena, 2011; Monteiro-dos-Santos et al., 2014; Passos et al., 2016).

Apesar da dificuldade da identificacdo do animal causador do acidente por
parte do acidentado, a maioria dos trabalhos cita 0 género Potamotrygon como
0 mais relacionado a estes agravos (Magalhaes et al., 2006; Conceicéao et al.,
2009; Haddad Jr., Cardoso e Garrone Neto, 2013; Silva Jr. et al., 2015). O que
pode ser explicado pela distribuicdo geogréfica mais ampla destes animais
(Carvalho; Lovejoy, 2011) e pelo fato do ferrédo ser mais robusto (Haddad Jr.;
Cardoso; Garrone Neto, 2013).

Documentacao detalhada dos casos de acidentes é precaria, pois acredita-
se gque sejam subnotificados nos programas de epidemiologia das unidades
municipais do pais. Estes pontos sdo importantes, uma vez que contribuem para
a falta de conhecimento sobre o assunto e corroboram a falta de justificativa
estatistica para a producédo do soro, embora os acidentes sejam incapacitantes
e potencialmente fatais (Bochner; Struchiner, 2002; Garrone Neto; Haddad Jr.,
2010; Sa-Oliveira, Costa, Pena, 2011).

Conforme destaca Garrone Neto e Haddad Jr. (2010):

[...] ndo existe uma justificativa estatistica para a producgédo do soro,
devido ao pequeno namero reportado de casos. Deve-se ter em mente,
porém, que a discussao sobre a producao ou ndo do soro se torna mais
valida quando se observa os sintomas de uma vitima recentemente
ferroada por uma arraia e quando os dados obtidos por notificacdo sao

praticamente inexistentes.

Mesmo com reconhecida importancia médica, constata-se escassez de
dados em varios aspectos sobre este animal, como a epidemiologia dos
acidentes, a composi¢cédo e mecanismo de acdo de suas toxinas, tampouco ha
um protocolo clinico de atendimento médico/hospitalar para este tipo de agravo,
0 que leva a uma falta de padrdo nos procedimentos adotados nesses casos
(Passos et al., 2016).

Nesse sentido, pesquisas com o intuito de compreender a composi¢ao e
mecanismo de agao dessas toxinas vem sendo realizadas, legitimando a

importancia de estudos com raias de agua doce.
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Aguiar e Valentin (2010) afirmam que a caréncia de informacdes a respeito
de venenos de peixes pode ser devida a complexidade da extracdo do veneno,
uma vez que a captura destes animais ndo é simples, a quantidade de veneno
extraida é pequena, é termolabil, além da necessidade de manutencdo dos
exemplares em colec¢des cientificas. Ao mesmo tempo que esses animais sao
ricos em muco, 0 que pode ser considerado um contratempo durante a
separacdo das proteinas do veneno para caracterizacdo, e também pela
problemética da glandula de veneno ndo ser uma estrutura de armazenamento

bem definida comparativamente com a de outros animais (Baumann et al., 2014).

1.6 Estudos com o0 muco e o veneno de potamotrigonideos

Nos ultimos anos trabalhos realizados com raias de agua doce,
principalmente do género Potamotrygon, objetivaram a identificacdo dos
mecanismos de acdo e da caracterizacdo dos compostos responsaveis pelo
qguadro clinico do envenenamento por estes animais.

Nos trabalhos relacionados abaixo considera-se veneno como o produto
obtido a partir da raspagem do ferrdo do animal, e o0 muco é obtido pela
raspagem do epitélio do dorso ou da cauda.

A respeito dos ensaios bioldgicos em modelos animais utilizando apenas o
veneno, Magalhdes e colaboradores (2006) evidenciaram os efeitos toxicos de
Potamotrygon scobina e Potamotrygon orbignyi. Barbaro et al. (2007)
detectaram atividades letais, dermonecrodtica, miotdoxica, edematogénica e
nociceptiva de Potamotrygon falkneri, e n&o verificaram agdo na cascata da
coagulacdo. O grupo de Antoniazzi (2011) caracterizou as alteracdes
histologicas induzidas por P. falkneri, como necrose e reagdo inflamatéria. Em
2014 e 2015, Kimura e equipe caracterizaram a resposta inflamatéria induzida
por P. motoro.

Com relagéo as atividades e ensaios em modelos animais com 0 muco e
veneno de raias, Magalhdes et al. (2006) detectaram atividade necrosante
sinérgica entre 0 muco e o veneno de P. scobina e P. orbignyi, o que vai ao
encontro do que foi constatado por Monteiro-dos-Santos e equipe (2011), que

comprovaram que o muco da raia Potamotrygon henlei possui efeitos pro-
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inflamatorios e antimicrobianos, e 0 muco e o veneno apresentam atividade
edematogénica, nociceptiva e proteolitica. Domingos e seu grupo (2011)
verificaram que o muco e o veneno de P. motoro sdo téxicos para células
epiteliais humanas e o grupo de Lameiras (2014) relatou rabdomidlise sistémica
e inflamacgéo induzida pelo muco de P. motoro e Plesiotrygon iwamae, sendo
gue para esta Ultima raia ha poucos estudos na literatura.

Estudos que demonstram a variabilidade da peconha entre espécies
apontam para diferencas na constituicdo da peconha de raias. Magalhaes et al.
(2006) avaliaram a toxicidade de duas espécies de raias de agua doce, em que
foi possivel apontar diferencas na intensidade das atividades edematogénica e
nociceptiva para pegonha de P. scobina e P. orbignyi. Barbaro et al. (2007)
avaliaram a toxicidade das raias pertencentes a ambientes diferentes,
demonstrando que raias de agua doce desenvolvem atividades biol6gicas mais
severas que as marinhas. No trabalho desenvolvido por Monteiro-dos-Santos
(2012), a variagdo no grau de toxicidade, relacionado com o periodo
ontogenético (jovem/adulto) e género (macho/fémea) de raias P. henlei foi
observado para as atividades biol6gicas mais relatadas no pdés-acidente
(nocicepcdo e edema). Ja Kirchhoff et al. (2014), revelaram a diminuicdo da
toxicidade do veneno Potamotrygon leopoldi durante a maturagdo, mas sem
alteracdes na composicao do veneno.

Acerca da caracterizacdo bioquimica, trabalhos para verificacdo da massa
molecular das proteinas do muco e do veneno de raias por meio de eletroforese
SDS-Page e ensaios de atividade proteolitica e hialuronidasica foram realizados

conforme a Tabela 01.
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Tabela 01 — Relagcdo das massas moleculares das proteinas do veneno e

muco de raias Potamotrygonidae e de atividade proteolitica e hialuronidésica.

Eletroforese

Autores Espécie/amostra (SDS-Page) Atividades
Caseinolitica: entre
200 e 100kDa.
Haddad Jr.  Potamotrygon falkneri Gelatinolitica: entre
et al., 2004. (veneno) 12, 25 e 70kDa. 200 e 80kDa.
Hialuronidasica:
84kDa.
Magalhdes et Potamotrygon scobina 15, 25, 45kDa.
al., 2006. (veneno)
Potamotrygon orbignyi 15. 25, 45 e 66kDa.
(veneno)

Caseinolitica: 83kDa.
Gelatinolitica: 83kDa.
Barbaro et  Potamotrygon falkneri 18 e 22kDa; entre 43 Hialuronidasica: entre

al., 2007. (veneno) e 84kDa. 41 e 65kDa.
Fibrinogenolitica:
83kDa.
Magalhdes Potamotrygon motoro Hialuronidasica:
et al., 2008. (veneno) 79kDa.
Monteiro- . e
dos-Santos Potamotrygon henlei 15, 40, 50 e 70kDa. Gelatlnolltlcka. entre
etal., 2011, (veneno e muco) 18 e 60kDa.
Lameiras et Potamotrygon motoro Gelatinolitica: 6, 41 e
al., 2014. (muco dorso) 10, 15, 41kDa. 58kDa.
Potamotrygon [notoro 10, entre 27 e 41kDa. Gelatinolitica: acima
(muco ferréo) de 58kDa.
Plesiotrygon iwamae 16, entre 15 e 20, Gelatinolitica: 6 e
(muco dorso/ferréo) 41kDa. 40kDa.

Grande parte dos trabalhos empregaram muco e/ou veneno de raias do
género Potamotrygon, e foram encontradas proteinas no veneno com massa
molecular variando entre 12 e 84kDa e no muco entre 10 e 70kDa. Atividades
proteoliticas também foram encontradas (com resultados bem diversos), como
acdo gelatinolitica, atividade caseinolitica e fibrinogenolitica, o que sugere a
presenca de proteases que contribuem para a degradacdo da matriz
extracelular, favorecendo o estabelecimento da lesdo (Barbaro et al., 2007).
Além de acéo hialuronidasica, que contribui para a difusdo rapida de toxinas no

sitio da inoculacéo (Pukrittayakamee et al., 1988).
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Ensaios de purificagdo do veneno e do muco de Potamotrygon empregando
técnicas cromatograficas sao descritas por Conceicéo et al. (2006; 2009) que
detectaram por cromatografia liquida de fase reversa no veneno de P. orbignyi
picos ndao encontrados por Monteiro-dos-Santos et al. (2011) na P. henlei,
corroborando a existéncia de constituintes diferentes entre venenos animais
pertencentes ao mesmo género. Magalhdes et al. (2008) purificaram e
caracterizaram uma hialuronidase do veneno de P. motoro. Monteiro-dos-Santos
et al. (2011) demonstraram que muco e veneno possuem picos distintos,
refletindo que estes podem apresentar componentes diferentes, apesar de
apresentarem perfil eletroforético semelhante. Em 2012, Conceig¢do e equipe
isolaram e caracterizaram uma proteina do muco de P. henlei semelhante a
cadeia  da hemoglobina, que se mostrou ativa contra bactérias (Micrococcus
luteus e Escherichia coli) e levedura (Candida tropicalis).

Pesquisas sobre a caracterizacao de peptideos do veneno de raias também
ja foram realizados. Conceicao et al. (2006; 2011) isolaram e caracterizaram do
veneno de P. orbignyi um peptideo, denominado Orpotrin, com efeito
vasoconstritor e demonstraram a atividade biolégica de trés peptideos sintéticos
analogos ao Orpotrin. Conceicdo e colaboradores (2009) revelaram um outro
peptideo (Porflan) do veneno de P. orbignyi com acdo na promoc¢do de

recrutamento e aderéncia de leucdcitos na microcirculacdo em modelos animais.

1.7 Caracterizacdo da resposta imunolégica no envenenamento por

potamotrigonideos

A resposta inicial do sistema imunoldgico € desempenhada pela imunidade
inata, que consiste em mecanismos de defesas celulares e bioquimicos
envolvidos em uma resposta rapida, independentemente de exposicéo prévia ao
agente e que ndo se altera apGs o contato. J& a resposta imune adaptativa tem
a capacidade de reconhecer, distinguir e reagir a um grande numero de
substéancias, através de dois tipos de resposta: humoral e celular (Cruvinel et al.,
2010).

Na resposta humoral, os linfocitos B secretam anticorpos, que reconhecem,

neutralizam e auxiliam na eliminagdo do antigeno. A imunidade celular é



30

mediada pelos linfécitos T que apresentam acao efetora direta sobre células alvo
e atividade efetora auxiliar na ativacao de outros subtipos celulares (Mesquita Jr.
et al., 2010).

A verificagé@o da produgé&o de anticorpos contra uma determinada toxina ou
veneno é de fundamental importancia para o desenvolvimento dos antissoros
gue sdo empregados na neutralizacao de venenos inoculados apés acidente por
animal peconhento. Para que a soroterapia seja eficaz, € necessario que seja
especifica para o tipo de veneno do animal envolvido (Brasil, 2001).

A inducéo da producdo de anticorpos contra a peconha de peixes com o
intuito de verificar a capacidade de neutralizacdo dos efeitos do envenenamento
a partir da utilizacdo desses soros tem sido descrita na literatura, de acordo com
0 proximo paragrafo.

Lopes-Ferreira (2000) e Piran-Soares et al. (2007) relataram a capacidade
de neutralizac&o do anti-veneno contra as principais atividades toxicas induzidas
pelo veneno do peixe Thalassophryne nattereri (niquim). Barbaro et al. (2007)
verificaram que o veneno de Potamotrygon falkneri e da raia marinha Dasyatis
guttata (raia marinha) induzem a formacdo de anticorpos em animais, com
reatividade antigénica cruzada entre os antissoros produzidos. Soliani (2008)
obteve um soro poliespecifico pela juncédo da IgG (imunoglobulina G) veneno-
especifica do soro produzido por camundongos contra o veneno dos principais
peixes peconhentos brasileiros, como Thalassophryne nattereri, Potamotrygon
orbignyi, Scorpaena plumieri (peixe escorpidao) e Cathorops spixii (bagre), e
verificou que este soro é eficiente contra o efeito nociceptivo do veneno de
Potamotrygon orbignyi. O anti-veneno contra o peixe pedra Synanceja spp
neutraliza a resposta nociceptiva e edematogénica induzidas pela peconha de
Scorpaena plumieri, sugerindo que estas peconhas compartilham componentes
com propriedades antigénicas semelhantes (Gomes et al., 2011).

Sobre a caracterizacdo da resposta inflamatéria, que faz parte dos
mecanismos de defesa da imunidade inata, trabalhos discorrem a respeito da
caracterizagdo da inflamacdo, uma das reagdes mais frequentes no
envenenamento por raias. Monteiro-dos-Santos et al. (2011), observou a
presenca de mediadores inflamatérios e alteracfes na microcirculacdo induzida
pelo muco e veneno de Potamotrygon henlei, corroborando os resultados de
Kimura et al. (2014; 2015).


https://www.google.com.br/search?q=cathorops+spixii&rlz=1C1FERN_enBR641BR641&es_sm=93&biw=1360&bih=643&tbm=isch&tbo=u&source=univ&sa=X&ved=0CBwQsARqFQoTCMLd29jCpscCFYPXHgoduw8LHg
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1.8 Radiagcao gama e irradiacao de venenos

As radiagBes gama sdo ondas eletromagnéticas que se propagam com alta
velocidade e possuem energia suficiente para remover elétrons das orbitais de
atomos, promovendo ionizacdo e excitacdo nos meios com 0s quais elas
interagem (Yoshimura, 2009).

Os raios gama sao gerados como consequéncias de desexcitacdes
nucleares a partir de radiois6topos, como o ®Cobalto. E uma radiacéo bastante
penetrante e capaz de atravessar grandes espessuras, motivo pelo qual é
utilizada em aplicacbes médicas (radioterapia, braquiterapia), industriais
(gamagrafia), na agricultura (desinfestacao, inibicdo de brotamento), além de
esterilizacdo de materiais, descontaminacao de alimentos, entre outras (CNEN).

A radiacdo gama age diretamente pela interacdo com moléculas biolégicas,
como o DNA e proteinas, provocando ionizacdo, modificacdo da estrutura
quimica e alteracdes de funcdo. E indiretamente, quando a radiagdo interage
com a agua intracelular, resultando na geracao de produtos da radiolise da 4gua,
como hidrogénios moleculares (Hz), peroxido de hidrogénio (H202), hidroxila
(OHe), elétron aquoso (e-aqu), atomos de hidrogénio (He¢) e peroxila (HO2). Esses
produtos funcionam como intermediarios na transferéncia de energia de radiacao
para moléculas bioldgicas, afetando estruturas celulares e ampliando os efeitos
da radiacao (Michaels, Hunt, 1978).

A irradiacdo de proteinas, tanto em estado seco quanto em solugao
aguosa, pode resultar em simples ionizacbes até modificacbes drasticas na
estrutura primaria proteica. A interacao de proteinas com radicais livres primarios
(produzidos apds a radidlise da agua) pode levar a alteracbes oxidativas,
alterando sua estrutura e carga (Wales, Kusel, 1992), fragmentagao, “cross-
linking” e agregacao (Moon, Song, 2001).

Nos ultimos anos trabalhos tém mostrado que apO0s o processo de
irradiacdo, a proteina sofre alteragbes na estrutura terciaria e secundaria, fato
que esté diretamente relacionado as mudancas nas suas fungdes biologicas. Em
alguns casos, apds as proteinas serem irradiadas em solugédo, apresentam
agregados insoluveis visiveis a olho nu. Parte da amostra pode revelar ainda

formas intermediarias de conformacédo que se apresentam como agregados
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soltveis (Andriani, 1995; Guarnieri, 1992; Murata, 1988; Nascimento, 1991/1995;
Spencer, 1995/1999; Casare, 2009).

Phisalix e Bertrand (1894) realizaram os estudos iniciais para atenuar a
toxicidade dos venenos utilizados na imunizacdo de animais. Para melhorar a
producdo de soro contra envenenamentos e o bem-estar dos animais soro
produtores, diferentes processos tém sido utilizados com a finalidade de
abrandar a letalidade das toxinas, tais como: fotooxidagao (Shortt; Mallick, 1935),
irradiacdo com raios-X (Flowers, 1963), ultravioleta (Tejasen; Ottolenghi, 1970),
iodacdo (Daniel et al.,, 1987; Bicalho et al., 1990; Henene et al., 1992) e
mutagénese sitio dirigida (Li et al., 1994).

Igualmente, a radiacdo ionizante vem sendo utilizada na destoxicacdo de
venenos animais e obtencdo de melhores imundgenos. A reducao da toxicidade
da Crotamina irradiada foi descrita por Boni-Mitake et al. (2001). Abib e Laraba-
Djebari (2003), verificaram que o soro anti-veneno irradiado do escorpido
Androctonus hector tem capacidade de neutralizagdo do veneno maior que o
soro anti-veneno nativo. Camilo e colaboradores (2005) verificaram alteracdes
estruturais na Giroxina submetida a radiagdo. A capacidade imunogénica do
veneno irradiado da serpente Cerastes cerastes foi constatada por Oumehdi e
Djebari em 2008. A possibilidade de um soro anti-crotalico a partir do veneno
irradiado de Crotalus durissus terrificus foi confirmado por Ferreira Jr. e seu
grupo em 2009. Caproni e equipe (2009) observaram que a Bothropstoxina-1
irradiada € imunogénica. Oliveira et al. (2015) observaram modificacdes
estruturais na Crotamina irradiada e reducdo da miotoxicidade. E a Crotoxina
irradiada reduz os danos renais em camundongos em comparacao a sua forma
nativa (Rocha, 2016).

A radiacdo gama apresenta um diferencial em relacdo as demais técnicas,
visto que além de conseguir diminuir a toxicidade do veneno ou toxinas isoladas,
mantém a resposta imunoldgica para a producdo de soros e melhora as
propriedades imunolégicas da amostra irradiada, sem que seja adicionada outra
substancia a mesma (Nascimento et al., 1996, 1998; Caproni et al., 2009; Camilo
et al., 2005).

Assim sendo, o desenvolvimento deste estudo foi estimulado pela:
escassez de trabalhos voltados para o tratamento especifico das lesdes oriundas

dos agravos por raias; caréncia de informacdes sobre a peconha de raias de
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outros géneros da familia Potamotrygonidae; e pela necessidade de produc¢éo
de um antissoro para tratar os intensos sintomas desses acidentes. Utilizando
ainda a radiacdo ionizante que tem se mostrado vantajosa na atenuacdo de
toxinas animais, resultando na obtencdo de melhores imunbégenos para a
producado de soros (Nascimento et al., 1996; Ferreira Jr. et al., 2009; Oliveira et
al., 2015).
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

e Avaliar a resposta imunologica induzida pelo muco de Paratrygon aiereba

nativo ou irradiado por raios gama de °Co.

2.2 Especificos

v" Investigar a capacidade imunogénica do muco e do veneno da raia
Paratrygon aiereba.

v' Avaliar a reatividade antigénica cruzada entre o veneno e muco de
Paratrygon aiereba.

v' Verificar a reatividade antigénica cruzada com outras espécies de raias
responsaveis por acidentes no estado do Tocantins.

v Avaliar a resposta humoral induzida em diferentes modelos animais pelo
muco de Paratrygon aiereba nativo ou irradiado por raios gama de °Co.

v Verificar a producao de citocinas induzidas pelo muco nativo ou irradiado por
60Co.

v' Averiguar a capacidade neutralizante dos soros anti-muco nativo ou irradiado

por °Co de Paratrygon aiereba contra a acdo edematogénica do muco.
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3. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do IPEN — protocolo n°126/2013. A captura das raias foi realizada por
meio de licenga ambiental n.° 6781-1/2014, concedida pelo Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade. Todas as raias capturadas foram
depositadas na Colecédo de Peixes do Laboratério de Ictiologia Sistematica da

Universidade Federal do Tocantins (UFT), Campus de Porto Nacional — TO.

3.1. Escolhadas raias para estudo

A espécie Paratrygon aiereba foi escolhida para estudo por pertencer a um
dos géneros de raias de agua doce presentes na bacia hidrografica Tocantins-
Araguaia e pela escassez de informacdes a respeito da peconha desta espécie.
A partir dos resultados iniciais, optou-se por verificar a reatividade antigénica dos
soros anti-Paratrygon aiereba contra o muco de outras duas espécies,
Potamotrygon orbignyi e Potamotrygon henlei, pelo fato dessas espécies

apresentarem ampla distribuicdo geografica no pais.

3.2. Coleta das raias e processamento das amostras

Foram coletadas raias Paratrygon aiereba (n=17), Potamotrygon orbignyi
(n=3) e Potamotrygon henlei (n=3) no Ribeirdo do Carmo, afluente do rio
Tocantins no municipio de Porto Nacional/TO coordenadas geograficas:
10°42.17.417L48°30.23.62"0; e no reservatorio da Usina Hidrelétrica Luis
Eduardo Magalhdes (Lajeado) nos municipios de Palmas e Porto Nacional/TO,
coordenadas geograficas: 10°42.17.50"L48°30.23.68"0O e
10°41.59.73"L.48°26.18.55"0, respectivamente (Fig. 10).
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Figura 10 — Pontos de coletas das raias. A — Palmas/TO; B - Porto Nacional/TO. Fonte:

adaptacao do Google Earth.

Figura 11 — Fotos das raias utilizadas para a realizacdo do trabalho. A — Paratrygon

aiereba; B — Potamotrygon orbignyi; C — Potamotrygon henlei. Fotos: Gabriela Ortega

Coelho Thomazi (arquivo pessoal).

A extracdo do muco e do veneno das raias Paratrygon e do muco das raias
Potamotrygon, foi realizada por meio de raspagem do epitélio que recobre o
dorso e a cauda (muco) e o ferrdo (veneno) e armazenados a -20°C até o

momento do uso (Monteiro-dos-Santos et al., 2011).
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Foi realizado um pool do veneno (apenas da Paratrygon aiereba) e um pool
do muco por espécie (Paratrygon aiereba, Potamotrygon orbignyi e
Potamotrygon henlei). As amostras foram diluidas em solucéo salina estéril 0,9%
e centrifugadas por 15 minutos a 2500 rpm. O sobrenadante foi submetido a um
filtro de 0,22 um com o objetivo de esterilizar as amostras. As amostras foram
aliquotadas e armazenados a -20°C até o momento do uso. A dosagem de

proteinas foi realizada pelo método colorimétrico de Bradford (1976).

3.3. Animais de laboratério

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 20 a 25g,
provenientes do Biotério do IPEN e coelhos New Zealand brancos machos,
pesando em média 3 a 4 kg, da Granja RG. Antes da realizacdo dos
experimentos, os animais foram mantidos em condi¢des controladas de
temperatura e iluminacéo (ciclo claro/escuro de 12 horas), com agua e racéo ad

libitum.

3.4. Irradiacdo das amostras

As amostras de muco de Paratrygon aiereba, mantidas em banho de gelo,
foram irradiadas no Centro de Tecnologia das Radia¢cbes (CTR) do Ipen, com a
dose de 2kGy de raios gama provenientes de uma fonte selada de °Cobalto
(Gammacell 220, Atomic Energy Canada LTD), a temperatura ambiente, na
presenca de oxigénio atmosférico (Nascimento et al., 1996). A taxa de dose foi
de 1,031 kGy/h.

3.5. Imunizagdo dos animais: inducdo de resposta imune especifica

Com o intuito de verificar a imunogenicidade do muco ou veneno extraidos
da raia Paratrygon aiereba em estudo, a imunizacdo dos animais foi realizada

em duas etapas.
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3.5.1. Primeira etapa da imunizacao: producédo de anticorpos contra o

muco e 0 veneno nativos de Paratrygon aiereba

A primeira etapa consistiu na imunizacao ativa de animais contra 0 muco
ou veneno nativos de Paratrygon aiereba com o intuito de verificar: a
imunogenicidade da peconha deste animal, uma vez que ndo ha relatos na
literatura sobre este aspecto; a reatividade antigénica cruzada entre o material
extraido do ferrdo e do dorso e a padronizacdo dos ensaios.

Dois grupos de camundongos Swiss (n=6/grupo) foram imunizados contra
O veneno ou muco nhativos na concentracdo de 1,5ug/mL, guardando um
intervalo de quinze dias entre os indculos. Todas as etapas desta imunizacao

foram realizadas seguindo o esquema descrito na Tabela 02.

Tabela 02 - Esquema da 1.2 etapa de imunizacdo para determinacdo da

imunogenicidade do muco e veneno de Paratrygon aiereba em camundongos.

12 dose Adjuvante de Freund incompleto + 1,5ug/mL de muco ou

veneno em solugéo salina 0,9%

28, 32 e 42 doses 1,5ug/mL de muco ou veneno em solucgédo salina 0,9%

Foram injetados, por via intradérmica, 200pL de cada uma das amostras,
distribuidas em quatro regides diferentes do animal. As sangrias foram
realizadas pelo plexo retro orbital apos quinze dias de cada imunizagéo. Os soros
foram obtidos por centrifugagcdo a 2500 rpm por 20min e o pool dos mesmos
aliquotados e estocados a -20°C até o uso.

Como grupo controle das imunizagGes foram utilizados animais com as
mesmas caracteristicas (n=6), que receberam apenas adjuvante na primeira
dose, nas demais doses receberam apenas solucdo salina, e as sangrias

realizadas nas mesmas condigdes.

3.5.2. Segunda etapa da imunizag&o: producéo de anticorpos contra o

muco de Paratrygon aiereba nativo ou irradiado por ¢°Co

Dois grupos de camundongos Swiss (n=10/grupo) foram imunizados contra

0 muco nativo ou irradiado nas mesmas condi¢des descritas na primeira etapa,
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e os procedimentos de administracao dos inoculos, obtencédo e armazenamento

dos soros foram realizados conforme descricdo no item 3.5.1 e Tabela 03.

Tabela 03 - Esquema da 2.2 etapa de imunizacdo para determinacdo da

imunogenicidade do muco nativo ou irradiado

Camundongos Swiss

12 dose Adjuvante de Freund incompleto + 1,5ug/mL de muco nativo

ou irradiado em solucao salina 0,9%

23 32 e 42 doses 1,5ug/mL de muco nativo ou irradiado em solucéo salina 0,9%

Coelhos New Zealand

12 dose Adjuvante de Freund incompleto + 200ug/mL de muco nativo

ou irradiado em solucao salina 0,9%

22, 32 e 42 doses 200pg/mL de muco nativo ou irradiado em solugéo salina 0,9%

As imunizacdes dos dois grupos de coelhos (n=3/grupo), consistiram em
04 (quatro) doses, com intervalo de quinze dias, com 0 muco nativo ou irradiado,
na concentracao de 200pug/mL (Nascimento et al., 1996; Barbaro et al., 2007).
Das solucbes da Tabela 03, injetou-se 1 mL por via intradérmica em quatro
regides diferentes do animal. As coletas de sangue foram realizadas ap6s quinze
dias de cada imunizacao, pela puncao da veia marginal ou central do pavilhdo
auricular. Os soros foram obtidos por centrifugacéo a 2000 rpm por 20min e o
pool dos mesmos aliquotados e estocados a -20°C até o uso. Como controle das
imunizagdes foi utilizado 01 (um) coelho com as mesmas caracteristicas dos
animais utilizados para a producgéo de soro, que receberam apenas adjuvante na
primeira dose, e nas demais doses solugéo salina, e as sangrias realizadas nas

mesmas condicdes.

3.6.Ensaio imunoenzimético para deteccdo de anticorpos anti-Paratrygon

aiereba

A pesquisa de anticorpos IgG produzidos pelos animais contra 0 muco e o
veneno de Paratrygon aiereba foi realizada por meio do ensaio imunoenzimatico
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay - ELISA) pelo método indireto
(Theakston et al., 1977).
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Para a verificacdo da producdo de anticorpos IgG total e para a
padronizacdo da concentracdo do antigeno (5, 10 ou 20 pg/mL) foram testados
0s soros dos camundongos imunizados contra 0 mMuco Ou veneno provenientes
da 12 etapa de imunizagao e o soro dos animais controle (controle negativo, ndo
imunizados). A reatividade antigénica cruzada entre 0 muco e o veneno foi
examinada a partir da adicdo de soro anti-muco nos poc¢os sensibilizados com
veneno (5 pg/mL), e adicdo de soro anti-veneno nos poc¢os sensibilizados com
muco (5 pg/mL), nas mesmas condi¢des citadas.

No soro dos animais provenientes da 2.2 etapa de imunizacao
(camundongos e coelhos imunizados contra o muco nativo ou irradiado por
60Co), a dosagem dos anticorpos IgG total foi realizada por ELISA, empregando
5 ug/mL de muco de Paratrygon aiereba como antigeno e com a utilizacdo dos
conjugados adequados.

Os titulos de IgG total foram determinados em diluicdes seriadas dos soros
(1:200 a 1:102.400). Também foram testadas as subclasses de IgG (IgG1, IgG2a
e 1gG2b) nos soros de camundongos (1:200), pela utilizagdo de conjugado
especifico para cada subclasse (1:5.000).

A reatividade antigénica entre o0 soro anti-muco nativo ou irradiado de
Paratrygon aiereba contra o muco de outras duas espécies de raias
(Potamotrygon orbignyi e Potamotrygon henlei) também foi examinada conforme
a metodologia descrita.

Para a realizacdo do ELISA, as microplacas foram sensibilizadas com o
antigeno (muco ou veneno) diluido no tampdo de sensibilizacdo
Carbonato/Bicarbonato 0,1M pH 8,8 nas concentracdes citadas anteriormente.
Foram pipetados 100pL/poco da solucdo tampédo/amostra e as microplacas
incubadas por 12 horas em camara umida a 4°C. ApoOs a sensibilizacdo das
microplacas, procedeu-se a lavagem (5 vezes) dos pocos com 300uL/pogo da
solucdo de tampao Fosfato Salino (PBS) com Tween 0,05% em lavadora de
microplaca (HydroSpeed, Tecan Trading AG®). Em seguida as microplacas
foram bloqueadas com 250uL/poco da solucdo de PBS, Tween 0,05% e leite
desnatado 3% (PBS-T-L) por 1h em estufa a 37°C, para bloqueio de eventuais
sitios inespecificos de ligacdo. Apds o bloqueio, 0S po¢os passaram por um novo
ciclo de lavagens. Os soros dos animais foram diluidos com solugédo PBS-T-L,

pipetados 100pL/poco e as microplacas incubadas em estufa a 37°C por 1h.
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Apos o periodo de incubagdo com os soros, as microplacas foram submetidas a
um novo ciclo de lavagens. Em seguida foi adicionado 100uL/poc¢o do conjugado
(camundongo ou coelho) anti-lgG/peroxidase (Sigma-Aldrich®) diluido de
1:10.000 e as microplacas foram incubadas por 1h a 37°C. Apés a incubacao
com o conjugado, as microplacas passaram por um novo ciclo de lavagens.
Foram aplicados nos pogos 100uL de TMB (3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidina), uma
solugcdo cromégena, e as microplacas foram incubadas em camara escura por
30 minutos. A reacdo peroxidase/substrato desenvolveu um produto de
coloracdo azul. A reacao foi interrompida com a adicdo de 100uL/poco de acido
sulfarico 5% (H2S0a4), obtendo-se um produto final amarelo. A densidade optica
(DO) de cada poco foi obtida por leitura a 492nm em espectrofotdmetro para
microplaca (Labsystems Multiskan MS). Em todos os ensaios 0s soros dos

animais ndo imunizados (controle negativo) também foram testados.

3.7. Analise da especificidade dos anticorpos por Western blotting

As proteinas do muco ou veneno foram separadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-Page), um método que separa as proteinas de acordo
com o seu tamanho (massa molecular), conforme Laemmli (1970).

Foram confeccionados géis de poliacrilamida (gel de resolucdo a 12,5% e
gel de empilhamento a 4%). Aliguotas de 20uL de cada amostra
homogeneizadas com tampao de amostra (glicerol 20%, B-mercaptoetanol 1%,
SDS 1%, Tris-HCI pH 6,8 10mM), aquecidas a 99°C por 4 minutos foram
aplicadas no gel que foi submetido a uma corrente de 100mA, por cerca de 2h.
Padrbes de massa molecular conhecida foram utilizados.

Apos o fracionamento das proteinas por eletroforese SDS-Page, o Western
blotting foi realizado através da transferéncia das proteinas do gel de eletroforese
para uma membrana de nitrocelulose (Millipore®) pela utilizacdo de um aparato
de transferéncia em sistema Umido (Bio®Rad Laboratories) por 45 minutos a 10
volts, utilizando o tampéao de transferéncia Towbin (250mM de Tris pH 8,3,
192mM de glicina, 20% de metanol v/v). Apos a transferéncia, as membranas de
nitrocelulose foram bloqueadas com uma solucéo de PBS pH 7,4 10mM, Tween

0,05% e leite desnatado a 5%, por 1 hora para evitar adsorcao inespecifica. Apos
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o bloqueio, as membranas foram lavadas 2 vezes por 15 minutos cada ciclo com
PBS e Tween 0,05%. Em seguida procedeu-se a incubacao “overnight” sob
agitacdo das membranas com os soros 1:100. Ap6s o periodo de incubag¢éo com
0 soro, as membranas foram submetidas a um novo ciclo de lavagens. A
imunorreatividade das proteinas foi detectada por meio da adicdo de uma
peroxidase conjugada com anti-lgG de camundongos ou de coelho diluida
(1:5.000) e incubada por 1h. Apés um novo ciclo de lavagens, a reacao foi
revelada com solucao de TMB (Towhbin; Staehelin; Gordon, 1979).

3.8. Cultura de células esplénicas de camundongos

As células esplénicas foram obtidas de camundongos Swiss ap6s 15 dias
em seguida a 4.2 dose de muco de Paratrygon aiereba nativo (n=3) ou irradiado
(n=3). Como grupo controle foram utilizados camundongos Swiss (n=3) néo
imunizados.

Os bacos foram dissociados de maneira asséptica em fluxo laminar e a
separacao celular realizada conforme orientagces do fabricante com Ficoll-
Paque™ Premium 1084 (GE Healthcare®). Apdés a separacdo das células, as
mesmas foram ressuspendidas em 1mL de meio de cultura RPMI 1640 (Gibco®),
contadas em camera de Neubauer e, por fim, ajustadas huma concentracédo de
2 X 106 células.

3.9. Ensaio de proliferacdo de células B: inducdo da producdo de

anticorpos in vitro

Para a deteccdo in vitro da proliferacdo de células B esplénicas em
resposta ao muco de Paratrygon aiereba foi empregado o método In vitro
Induced Antibody Production (IVIAP) (Caterino-de-Araujo, 1992).

Placas de 96 pocos (Costar®, Corning Inc, Lowell, USA) foram
sensibilizadas com 100uL de muco (5pg/mL) de Paratrygon aiereba em tampéao
carbonato de sédio 0.1M pH 9.5 em camara umida por 4 h. Em seguida, as
células esplénicas dos grupos (muco nativo, muco irradiado e ndo imunizado)
obtidas como descrito acima foram distribuidas nas placas a uma concentragédo

de 2X10° células/mL em meio RPMI 1640 completo contendo Soro Fetal Bovino
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10% (SFB). Os pocos foram estimulados na presenca do muco de Paratrygon
aiereba, Concanavalina A (estimulo inespecifico 10ug/mL) e sem estimulo. As
culturas foram mantidas em estufa a 5% de CO2z a 37°C por 48 horas para
adsorcdo dos anticorpos produzidos. ApO6s o periodo de incubacdo, o
sobrenadante foi recuperado e armazenado. A placa de cultura foi lavada,
conforme a metodologia do ELISA descrita anteriormente, em seguida
adicionado 100puL de conjugado anti-lgG de camundongo/peroxidase e incubada
por 1 hora em estufa a 37°C. Apés a incubacado, as microplacas passaram por
um novo ciclo de lavagens. Foram aplicados nos poc¢os 100uL de TMB e apés
30 minutos a reagéao foi interrompida com H2S04 5%. A DO de cada poco foi

obtida por leitura a 492nm em espectrofotdmetro para microplaca.

3.10.Deteccéo de citocinas por citometria

Foi verificada a produgédo de citocinas no sobrenadante da cultura de
esplendcitos, cultivadas conforme descricdo anterior. E também averiguada a
producdo de citocinas séricas nos soros provenientes dos mesmos animais
utilizados na obtencéo dos bagos. Dessa forma, foram analisadas as citocinas
esplénicas e séricas de camundongos imunizados apo6s 15 dias em seguida a
4.2 dose de muco nativo (n=3) ou irradiado (n=3) e de animais ndo imunizados
(n=3).

Foi utilizado o kit comercial para citometria Cytometric Bead Array® (CBA)
Mouse Thl, Th2 e Th17 (BD Biosciences®). Foram mensurados os niveis de
Interleucina-2 (IL-2), Interleucina-4 (IL-4), Interleucina-6 (IL-6), Interferon-gama
(IFN-y), Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a), Interleucina-17A (IL-17) e
Interleucina-10 (IL-10), de acordo com as instru¢des do fabricante. As analises
foram conduzidas no citdmetro de fluxo (BD Biosciences® LSRFortessa), 0s
dados coletados pelo software BD FACSDIVA® (BD Biosciences®) e analisados

através do software FCAP Array V 3.0® (BD Biosciences®).
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3.11. Avaliacao da citotoxicidade do muco de Paratrygon aiereba

O teste de citotoxicidade utilizado avalia se determinado agente é toxico
pela capacidade de interferir quantitativamente na viabilidade celular quando em
contato com células em cultura. Para tanto foi empregado um corante supravital
do composto tetrazolio (MTS) e um agente acoplador de elétrons PMS (fenazina
metosulfato). A quantidade de MTS, o marcador da viabilidade celular
incorporada pela populacdo de células, é diretamente proporcional ao niamero
de células vivas na cultura (Barltrop et al., 1991).

Foram utilizadas células de linhagem celular permanente L929 (fibroblasto
murino), adquiridas da ATCC (American Type Cell Collection), mantidas em
congelamento em nitrogénio liquido.

Uma cultura de L929 foi separada por tripsinizacao, a suspenséo celular foi
centrifugada e o precipitado ressuspendido em meio RPMI 1640 com SFB 10%.
Foram plagueadas 10.000 células/cavidade em uma placa de cultura com 96
pocos, onde foram adicionados Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM)
incubadas por 24 horas. Apos a incubacédo, o meio de cultura (DMEM + 10%
SFB) foi desprezado, e adicionado nos poc¢os 100uL de muco de Paratrygon
aiereba em diferentes concentracfes (0,015625 mg/mL a 2,0 mg/mL) diluidos
em meio de cultura. A placa de cultura foi incubada por 24h em estufa a 37°C
com CO2a 5%. ApOs o periodo de incubacdo, o meio com as diferentes
concentracfes do muco nativo foi retirado e adicionados 100uL de meio de
cultura novo. Foram adicionados 20uL de uma solucéo (20:1) MTS 0,2% e PMS
0,09% e a placa incubada em estufa a 37°C com COz2a 5% por 2 horas.
Posteriormente, a incorporacéo do corante foi mensurada a partir da DO de cada
poco, obtida por leitura a 490nm em espectrofotdbmetro para microplaca. Foram
utilizados como controle: pog¢os que receberam apenas o meio de cultura, sem

células (branco); e pocos com células e meio de cultura (controle negativo).

3.12. Soroneutraliza¢&o in vitro da atividade edematogénica

A capacidade dos anticorpos anti-muco Paratrygon aiereba nativo ou

irradiado por °Co de neutralizar o edema induzido pelo muco da raia em estudo
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foi avaliada pela metodologia in vitro (Gutierrez et al., 1998; Lopes-Ferreira et al.,
2000).

O muco (50ug/mL) foi incubado por 30 minutos em banho-maria a 37°C
com 0s soros anti-muco nativo ou soro anti-muco irradiado diluidos (1:100 ou
1:1.000). Foram utilizados soros de coelhos apds a 32 dose. ApGs a incubacao,
as amostras foram agitadas e injetadas (30uL) no coxim plantar da pata posterior
de grupos de camundongos (n=25) da linhagem Swiss. A solucédo salina 0,9%
utilizada para a diluicdo das solugdes, o soro anti-muco nativo, 0 soro anti-muco
irradiado e o soro controle (sem anticorpos anti-muco) e o muco foram
empregados como controles. A neutralizacdo da atividade edematogénica foi
verificada nos tempos de 1h, 2h, 4h e 24h apds a inoculacdo. Em todos os
animais foi verificado o volume inicial individual de cada pata antes da inoculacéo
das amostras (tempo zero). Os volumes foram mensurados em Plestismémetro
(Ugo Basile™, IT) e os resultados expressos como a variacdo do volume em

relacdo ao volume basal em pL por periodo (Kimura et al., 2014).

3.13. Soroneutralizagéo in vivo da atividade edematogénica

O teste para verificar a capacidade in vivo dos anticorpos anti-muco em
neutralizarem a atividade edematogénica induzida pelo muco de raia foi
realizada em camundongos Swiss imunizados contra 0 muco nativo ou irradiado
de Paratrygon aiereba (conforme a metodologia de imunizacdo descrita
anteriormente) e camundongos néo-imunizados (controle) (n=5/grupo). Neste
ensaio foram testados os mucos de Paratrygon aiereba, Potamotrygon orbignyi
e Potamotrygon henlei na concentragdo de 50ug/mL. No coxim plantar da pata
posterior direita foram inoculados o muco (30ul) e na pata esquerda injetada
solucéo salina 0,9%. A verificacdo da formacéo de edema foi conferida apos 1h,
2h, 4h e 24h da inoculagédo. Antes do inicio do experimento foi verificada a
espessura individual de todas as patas (tempo zero). Neste experimento, o
desenvolvimento do edema foi avaliado em milimetros (mm) com o auxilio de um

paquimetro digital (Digimess).
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3.14. Anélise Estatistica

Os dados quantitativos foram analisados estatisticamente através da
andlise de variancia (ANOVA) e aplicacdo do pos-teste do tipo Bonferroni. Foram
consideradas significativas as comparacdes cujas probabilidades de igualdade
foram menores que 5% (p<0,05). Para analise estatistica e confec¢éo de graficos
a fim de facilitar a interpretacdo observacional do estudo foi utilizado o pacote
estatistico GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software, Inc San Diego, Califérnia,
USA).
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4. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho serdo apresentados em trés etapas:
I. Resposta humoral contra o veneno e o muco de Paratrygon aiereba;
Il. Avaliacdo da resposta imunologica induzida pelo muco de Paratrygon
aiereba nativo ou irradiado por raios gama de °Co;
lll.  Capacidade neutralizante dos soros anti-muco da raia em estudo contra a

atividade edematogénica induzida pelo muco de Paratrygon aiereba.

4.1. Resposta humoral contra a pegconha de Paratrygon aiereba

4.1.1. Producédo sérica de IgG contra o muco e o veneno de Paratrygon
aiereba

Foi verificada a presenca de IgG total sérica nos camundongos Swiss
imunizados na primeira etapa contra o muco ou veneno de Paratrygon aiereba
em resposta a diferentes concentracdes de antigeno, conforme a metodologia.

O muco de Paratrygon aiereba foi capaz de estimular a producdo de
anticorpos IgG nos camundongos imunizados (p<0,001 em relacdo aos controles
negativos). O mesmo efeito foi verificado em relacdo ao veneno (p<0,01 em
relacdo aos controles negativos). Demonstrando que ambos s&o imunogénicos
(Fig. 12).
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Figura 12 - Deteccdo de IgG sérica total (1:200) por ELISA e comparacdo entre a
reatividade dos soros a diferentes concentragdes de antigeno (5, 10 e 20 pg/mL). A —
IgG de camundongos Swiss (n=6) imunizados apés 4 doses contra 0 muco de
Paratrygon aiereba. B - IgG de camundongos Swiss (n=6) imunizados apds 4 doses
contra o veneno de Paratrygon aiereba. CNM — controle negativo muco; SAM — soro
anti-muco; CNV — controle negativo veneno; SAV — soro anti-veneno. Cada barra
representa a média da D.O. (triplicata) e erro padrdo de média, os asteriscos indicam
diferenca significativa em relagdo aos controles negativos (soro de camundongos nao
imunizados): ** p<0,01 e *** p<0,001.

Na sensibilizacdo dos pocos para a realizagdo do ELISA empregando muco
ou veneno como antigeno, a concentragdo de 5 pg/mL apresentou uma maior
reatividade aos anticorpos IgG séricos em relacdo a de 10 e 20 pg/mL (p<0,001).
Desse modo optou-se pela sensibilizacdo dos po¢os com 5 pg/mL de antigeno

para a realizacdo do ELISA.
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4.1.2. Reatividade antigénica cruzada

A reatividade antigénica cruzada entre 0 muco e o veneno de Paratrygon
aiereba foi verificada por ELISA (Fig. 13) e WB (Fig. 14) com soros de

camundongos Swiss provenientes da 1.2 etapa de imunizagéo.
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Figura 13 — Deteccédo de IgG total sérica (1:200) por ELISA em camundongos Swiss
(n=12) imunizados apds 4 doses contra 0 muco ou veneno de Paratrygon aiereba e
reatividade antigénica cruzada entre muco e veneno. CNM — controle negativo muco;
SAM/M — soro anti-muco contra o muco; SAV/M — soro anti-veneno contra o muco; CNV
— controle negativo veneno; SAV/V — soro anti-veneno contra o veneno; SAM/V — soro
anti-muco contra o veneno. Cada barra representa a média da D.O. (triplicata) e erro
padrdo de média, os asteriscos indicam diferenca significativa em relagdo aos controles

negativos (soro de camundongos néo imunizados): * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001.

As IgGs dos camundongos imunizados contra o veneno reconheceram o
muco utilizado para sensibilizar os po¢os da placa de ELISA (p<0,001 em relacao
ao controle negativo). E os anticorpos produzidos pelos animais em resposta ao
muco reagiram também ao veneno (p<0,05). Como controle negativo foram
testados soros de camundongos nao imunizados, conforme descricdo na
metodologia (Fig. 13).

A especificidade e reatividade cruzada das IgGs anti-muco e anti-veneno
também foi verificada pela realizacdo de SDS-Page (12,5%) seguida da
transferéncia para membranas de nitrocelulose para realizacdo do WB, conforme

a Figura 14.
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Figura 14 — Avaliagédo da reatividade antigénica cruzada entre o muco e o veneno de
Paratrygon aiereba por WB com o emprego de soros de camundongos Swiss
imunizados. A - Membrana de nitrocelulose incubada com o soro anti-muco. B -
Membrana de nitrocelulose incubada com o soro anti-veneno). MM — Massa molecular;

M — Muco; V — Veneno; kDa — kilodalton.

Os anticorpos presentes no soro anti-muco reconheceram proteinas do
muco e do veneno (Fig. 14A), e também houve resposta das imunoglobulinas no
soro anti-veneno as proteinas do muco e do veneno (Fig. 14B). Nota-se que as
imunoglobulinas de ambos os soros reconheceram epitopos do muco e do

veneno de 75, 50 e abaixo de 23 kDa.

4.2. Respostaimune humoral contra o muco de Paratrygon aiereba nativo

ou irradiado com raios gama de %°Co

Os resultados apresentados neste segundo topico fazem referéncia aos
ensaios realizados com os soros provenientes da 2.2 etapa de imunizacdo, a

partir da inoculagédo de muco nativo ou irradiado em diferentes modelos animais.
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4.2.1. Producao de anticorpos por camundongos Swiss

A titulacdo por ELISA de IgG sérica anti-muco nativo ou irradiado em
camundongos (n=20) demonstrou que a partir da 2.2 dose de imunizacao foi
possivel detectar a presenca de anticorpos anti-muco nativo ou irradiado,

conforme a Tabela 04.

Tabela 04 — Titulos de IgG total sérica anti-muco nativo ou irradiado por ®Co

de Paratrygon aiereba em camundongos Swiss.

Doses Imunizagdo Muco Nativo Imunizagéo Muco Irradiado
1.2 Dose NS NS
2.2 Dose 1:25.600*** 1:12.800***
3.2 Dose 1:51.200* 1:51.200*
4.2 Dose 1:51.200*** 1:51.200*

Asteriscos indicam diferenca significativa em relacdo ao controle negativo: *p<0,05,

**p<0,01, *** p<0,001. NS - N&o significativo em relagdo ao controle negativo: p>0,05.

Apds a 2.2 dose de imunizacdo o muco nativo apresentou maior
concentracdo de IgG (1:25.600) que o irradiado (1:12.800) e ambos com
diferenca estatistica em relacéo ao controle (p<0,001). Em seguida a 3.2 dose, a
guantidade de anticorpos contra 0 muco nativo ou irradiado (1:51.200 ambos)
apresentou diferenca em relacdo ao controle negativo (p<0,05). E apés 4.2 dose,
apesar do titulo de IgG ser o mesmo para ambos os soros (1:51.200), o soro
anti-muco nativo mostrou maior divergéncia (p<0,001) que o irradiado (p<0,05)

em relacdo ao soro sem anticorpos anti-muco (Tabela 04, Figura 15).
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Figura 15 — Titulos séricos de IgG total em camundongos Swiss (n=20) imunizados
contra o muco de Paratrygon aiereba nativo ou irradiado por raios gama de %°Co. A — 12
Dose; B — 22 Dose; C — 32 Dose; D — 42 Dose. SAMN — Soro anti-muco nativo. SAMI —
Soro anti-muco irradiado. CN — Controle negativo (soro de animais ndo imunizados).
Cada ponto representa a média da D.O. (triplicata), a barra representa o erro padréo de
média e os asteriscos indicam diferencga significativa em relacdo ao controle negativo:
*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

A partir desses resultados fica demonstrado que os camundongos
imunizados contra 0 muco produziram altos titulos de anticorpos especificos, e

a quantidade de IgG em resposta ao muco nativo foi maior que ao irradiado.

4.2.2. Producao de anticorpos por coelhos

A titulagdo sérica por ELISA de anticorpos anti-muco em coelhos New
Zealand imunizados contra o0 muco de Paratrygon aiereba nativo (n=3) ou
irradiado (n=3) demonstrou que a partir da 1.2 dose os animais produziram altos
titulos de IgG (Tabela 05).
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Tabela 05 - Titulos de IgG total sérica anti-muco Paratrygon aiereba nativo

ou irradiado por ®Co em coelhos New Zealand em relagdo ao controle negativo.

Doses Imunizagdo Muco Nativo Imuniza¢édo Muco Irradiado
1.2 Dose 1:51.200** 1:6.400%**
2.2 Dose 1:51.200* 1:12.800***
3.2 Dose 1:25.600* 1:25.600***
4.2 Dose 1:102.400* 1:51.200***

Asteriscos indicam diferenca estatistica em relagcéo ao controle negativo (soro de
coelhos ndo imunizados); * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Em relacdo ao controle negativo (soro de coelhos ndo imunizados,
conforme a descricdo na metodologia), houve diferenca entre os titulos de 1gG
apos a 12, 22 e 42 doses em resposta ao muco nativo e irradiado, em que a
concentragdo de 1gG foi maior em resposta ao muco nativo. Na 32 dose, o titulo
de anticorpos contra 0 muco nativo ou irradiado mensurados foi igual (1:25.600
ambos), mas os titulos de IgG do soro anti-muco irradiado apresentou uma
diferenca maior em relacdo ao controle (p<0,001) do que o anti-muco nativo
(p<0,05).

A comparacéo do perfil da resposta humoral entre os grupos imunizados

contra muco nativo ou irradiado pode ser verificada na Figura 16.
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Figura 16 — Titulos de IgG total anti-muco em coelhos imunizados contra o0 muco de
Paratrygon aiereba nativo ou irradiado por °Co. A — 12 Dose; B — 22 Dose; C — 32 Dose;
D — 42 Dose. SAMN — Soro anti-muco nativo. SAMI — Soro anti-muco irradiado. CN —
Controle negativo (soro de animais ndo imunizados). Cada ponto representa a média da
D.O. (triplicata), a barra representa o erro padrdo de média e os asteriscos indicam

diferenca significativa em relacéo ao controle negativo (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001).

Os coelhos imunizados com muco produziram altos niveis de anticorpos,
porém a quantidade de IgG induzida em resposta ao muco nativo foi maior que

a observada no muco irradiado na maioria das doses.

4.2.3. Investigacao das subclasses de IgG

Diferentes subclasses de IgG foram investigadas por ELISA nos soros dos
camundongos Swiss (n=20) imunizados contra a 4.2 dose de muco de Paratrygon

aiereba nativo ou irradiado por 6°Co, em conformidade com a Figura 17.
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Figura 17 — Determinacéo sérica (1:200) das subclasses de 1gG (IgG1, IlgG2a e IgG2b)
em camundongos Swiss imunizados contra a 4.2 dose de muco de Paratrygon aiereba
nativo ou irradiado por ®Co. SAMN — Soro anti-muco nativo. SAMI — Soro anti-muco
irradiado. CN — Controle negativo (soro de animais ndo imunizados). Cada ponto
representa a réplica da D.O (triplicata), a barra representa o erro padrao de média e 0s
asteriscos indicam diferenca em relagéo ao controle negativo (*** p<0,001).

Em relacdo ao soro controle (soro sem anticorpos anti-muco), houve
diferenca estatistica significativa para as trés subclasses (p<0,001).

N&o houve diferenca entre IgGl e IgG2b no soro dos camundongos
imunizados contra 0 muco nativo ou irradiado. Em relagdo a lgG2a, o muco

nativo foi capaz de induzir uma resposta maior o irradiado (p<0,001).

4.2.4. Reatividade antigénica cruzada contra o muco de diferentes
espécies de raias de agua doce

A reatividade antigénica cruzada entre 0s soros anti-muco Paratrygon
aiereba nativo ou irradiado foi verificada frente ao muco de outras duas espécies
de raias de agua doce: Potamotrygon orbignyi e Potamotrygon henlei.

Os anticorpos IgG total titulados nos soros anti-muco de Paratrygon aiereba

nativo ou irradiado de camundongos e coelhos imunizados apés a 4.° dose, que
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reagiram aos antigenos do muco de Potamotrygon orbignyi e Potamotrygon
henlei aponta para uma reatividade antigénica cruzada entre eles (Tabela 06).

Tabela 06 - Titulos de IgG total detectados nos soros anti-muco Paratrygon
aiereba nativo ou irradiado por °Co em diferentes modelos experimentais frente

ao muco de duas espécies de raias de agua doce.

Titulos de IgG total

Potamotrygon Potamotrygon
henlei orbignyi
Soros Camundongos
Anti-muco P. aiereba nativo 1.25.600** 1:25.600***
Anti-muco P. aiereba irradiado 1:25.600** 1:25.600%**
Soros Coelhos
Anti-muco P. aiereba nativo 1:51.200* 1:25.600%**
Anti-muco P. aiereba irradiado 1:102.400** 1.51.200***

Asteriscos indicam diferenca significativa em relagéo ao controle negativo (soro de
animais ndo imunizados): * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

A concentragéo de IgG no soro de camundongos em resposta ao muco das
outras espécies de raias de agua doce foram similares. Ja as IgGs dos coelhos
anti-muco irradiado foram mais responsivas ao muco de Potamotrygon orbignyi
e Potamotrygon henlei.

Comparando-se a média da absorbéancia (triplicata) do soro anti-muco de
camundongos frente ao muco de Potamotrygon orbignyi, 0 soro anti-muco nativo
foi mais responsivo que o irradiado nas diluicbes de 1:200 a 1:3.200 (p<0,001).
E em resposta ao muco de Potamotrygon henlei, o soro nativo também
respondeu mais nas diluicdes de 1:200 a 1:1.600 (p<0,001) que o irradiado.

Confrontando-se a média da DO (triplicata) dos soros anti-muco de coelhos
frente ao muco de Potamotrygon orbignyi, o soro anti-muco irradiado foi mais
responsivo que o nativo nas diluigbes de 1:3.200 a 51.200 (p<0,01). E em
resposta ao muco de Potamotrygon henlei, o soro irradiado também respondeu
mais nas diluicdes de 1:1.600 a 1:51.200 (p<0,001) que o nativo.

Na Figura 18A estao representados os resultados dos ELISAs realizados
utilizando-se soros dos camundongos e na 18B soros dos coelhos, ambos

imunizados com 4 doses, de acordo com a metodologia.
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Figura 18 — Reatividade antigénica cruzada entre o0 muco de diferentes espécies de
raias de 4gua doce contra 0 soro anti-muco nativo ou irradiado de Paratrygon aiereba.
A — Soro de camundongos imunizados; B- Soro de coelhos imunizados. CN — controle
negativo; SAM N/Po — soro anti-muco nativo Paratrygon aiereba contra o muco de
Potamotrygon orbignyi; SAM N/Ph — soro anti-muco nativo Paratrygon aiereba contra o
muco de Potamotrygon henlei; SAM I/Po — soro anti-muco irradiado Paratrygon aiereba
contra o0 muco de Potamotrygon orbignyi; SAM I/Ph — soro anti-muco irradiado
Paratrygon aiereba contra o0 muco de Potamotrygon henlei. Cada barra representa a
média da D.O. (triplicata) e erro padrdo de média, os asteriscos indicam diferenca

significativa em relagcédo aos controles negativos: *** p<0,001.

As Figuras 19 e 20 referem-se a avaliacdo da antigenicidade cruzada por
WB. Foi possivel verificar que 0s anticorpos presentes nos soros anti-muco
nativo ou irradiado produzidos por camundongos ou coelhos interagiram com

proteinas presentes no muco de Potamotrygon henlei e Potamotrygon orbignyi.
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Figura 19 — Avaliacdo da reatividade antigénica entre o soro de camundongo anti-muco
de Paratrygon aiereba contra os mucos de Potamotrygon henlei e Potamotrygon
orbignyi por WB. A) Membrana de nitrocelulose incubada com soro anti-muco nativo. B)
Membrana de nitrocelulose incubada com soro anti-muco irradiado. MM — Massa
molecular; Pa — Muco de Paratrygon aiereba; Ph — Muco de Potamotrygon henlei; Muco

de Potamotrygon orbignyi.
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Figura 19 — Avaliacdo da reatividade antigénica entre o soro de coelhos anti-muco
Paratrygon aiereba contra os mucos de Potamotrygon henlei e Potamotrygon orbignyi
por WB. A) Membrana de nitrocelulose incubada com soro anti-muco nativo. B)
Membrana de nitrocelulose incubada com soro anti-muco irradiado. MM — Massa
molecular; Pa — Muco de Paratrygon aiereba; Ph — Muco de Potamotrygon henlei; Muco

de Potamotrygon orbignyi.
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Os anticorpos anti-muco nativo e irradiado de Paratrygon aiereba
reconheceram varias bandas proteicas, tanto no muco de Paratrygon aiereba
guanto no muco das outras duas espécies de raias, Potamotrygon henlei e
Potamotrygon orbignyi. Esse resultado foi observado nos soros produzidos por

camundongos e coelhos.

4.2.5. Inducédo da producao de anticorpos in vitro (IVIAP)

A producgéo in vitro de anticorpos de camundongos Swiss foi realizada a
partir da cultura de células do baco estimuladas pelo muco de Paratrygon
aiereba, comparando as respostas dos grupos previamente imunizados contra o

muco nativo (n=3), irradiado (n=3) e ndo imunizado (n=3) (Figura 21).
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Figura 21 — Producdo in vitro de anticorpos IgG por linfécitos esplénicos de
camundongos Swiss frente ao muco de Paratrygon aiereba. GC — Grupo controle (ndo
imunizado); GIMN — Grupo imunizado com muco nativo; GIMI - Grupo imunizado com
muco irradiado. Cada barra representa a média da D.O. (triplicata) e erro padréo de
média, o asterisco indica diferenga significativa (*p<0,05) em relacdo aos demais

grupos.
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Ao confrontar o resultado entre 0s grupos em resposta ao estimulo do muco
nativo de Paratrygon aiereba, foi detectado maior producéo de IgG pelas células

do bacgo dos animais previamente imunizados contra o0 muco irradiado (p<0,05).

4.2.6.Inducéo de citocinas pelo muco nativo ou irradiado de Paratrygon

aiereba

A resposta imune celular induzida pelo muco nativo ou irradiado de
Paratrygon aiereba foi verificada a partir da quantificagdo de citocinas séricas e

esplénicas utilizando o kit CBA.

4.2.6.1.1. Producdao de citocinas por células esplénicas

As citocinas produzidas por linfocitos esplénicos em resposta ao estimulo
do muco, foram analisadas comparando-se os resultados encontrados nos
grupos previamente imunizados contra o0 muco nativo ou irradiado e grupo néo

imunizado (Fig. 22).
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Figura 22 — Expressao de citocinas (pg/mL) por células esplénicas de camundongos
Swiss imunizados contra 0 muco nativo (n=3) ou irradiado (n=3) de Paratrygon aiereba.
IFN-y (A); TNF-a (B); IL-10 (C). GC — Grupo controle (ndo imunizado); GIMN — Grupo
imunizado com muco nativo; GIMI - Grupo imunizado com muco irradiado. Barras
representam as médias e erro padrdo de média, os asteriscos indicam diferenca

estatistica em relacdo ao grupo controle: *p<0,05 e ** p<0,01.

Foi observada a producéo significativa de IL-10 (p<0,01), IFN-y e TNF-a
(p<0,05) nas culturas esplénicas de camundongos imunizados contra 0 muco
irradiado de Paratrygon aiereba e estimuladas com o muco. Ja a producao das

citocinas IL-2, IL-6 e IL-17A n&o foram significativas.
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4.2.6.1.2. Detecc¢éo de citocinas séricas

No soro dos camundongos imunizados contra 0 muco irradiado foi
detectada maior producédo de TNF-a (p<0,05), enquanto com o0 muco nativo foi
verificada IL-17A e IL-6 (p<0,05) (Fig. 23).
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Figura 23 — Expressao sérica de citocinas (pg/mL) de camundongos Swiss imunizados
contra o muco nativo (n=3) ou irradiado (n=3) de Paratrygon aiereba. TNF-a (A); IL-6
(B); IL-17A (C). GC — Grupo controle (ndo imunizado); GIMN — Grupo imunizado com
muco nativo; GIMI - Grupo imunizado com muco irradiado. Barras representam as
médias e erro padrao de média, os asteriscos indicam diferenca estatistica em relacédo

ao grupo controle: *p<0,05.
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N&o foi observada diferenca significativa para IL-4 entre os grupos (p>0,05)

e ndo foram detectadas IL-2, IFN-y e IL-10 séricas.

4.3. Avaliacao da citotoxicidade do muco de Paratrygon aiereba

A citotoxicidade do muco nativo de Paratrygon aiereba foi avaliada
mediante a viabilidade celular de fibroblastos de camundongos frente ao muco
(Fig. 24).
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Figura 24 — Viabilidade celular (%) a diferentes concentracdes do muco de Paratrygon
aiereba. Cada ponto representa a média da D.O.

Pelos dados da viabilidade celular, o muco de Paratrygon aiereba né&o
apresentou citotoxicidade. A viabilidade celular manteve-se igual ou acima de
80% nas concentracgdes de 0,015625 a 2,0 mg/mL, demonstrando que n&o houve

comportamento citotoxico nas condigdes testadas.
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4.4. Avaliacdo da capacidade neutralizante dos soros anti-muco daraiaem

estudo contra a atividade edematogénica induzida

4.4.1. Soroneutralizacdo do edema in vitro

O muco (50ug/mL) de Paratrygon aiereba, utilizado como controle positivo,
foi capaz de induzir edema de 1h a 4h apos a inoculacdo, com declinio de 4 a
24h (p<0,01 em relacdo aos controles) (Fig. 25).

O soro anti-muco nativo incubado previamente com o muco nao foi capaz
de inibir o edema nas diluigdes testadas (1:100 e 1:1.000), sem diferenca
estatistica com o edema induzido pelo muco (p>0,05) (Fig. 25A).

Ja o soro anti-muco irradiado previamente incubado com o muco, diluido
1:100 apresentou interferéncia significativa na atividade edematogénica nas
primeiras quatro horas (p<0,01). E na diluigdo de 1:1.000 foi capaz de reduzir a
formacao de edema nas 12 e 42 horas (p<0,01) (Fig. 25B). O soro anti-muco
irradiado ndo neutralizou a atividade edematogénica, mas foi capaz de reduzir o

edema.
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Figura 25 — Comparagéo da soroneutralizagéo in vitro da atividade edematogénica
induzida em camundongos Swiss (n=25) pelo muco (50ug) de Paratrygon aiereba
incubado previamente com o soro anti-muco nativo ou irradiado produzido por coelhos.
A) Soro anti-muco nativo de Paratrygon aiereba; B) Soro anti-muco irradiado de
Paratrygon aiereba. M + SAM N — Muco (50ug) mais soro anti-muco nhativo; M + SAM |
— Muco (50ug) mais soro anti-muco irradiado. Cada barra representa a média das
leituras no pletismbmetro e o erro padrdo de média. Asteriscos indicam diferenca
estatistica em relagdo ao muco (50ug) de Paratrygon aiereba: ** p<0,01 e *** p<0,001.
Cerquilhas indicam diferenca significativa em relagdo a solucéo salina 0,9%: ** p<0,01
e #* p<0,001.

4.4.2. Soroneutralizagdo do edemain vivo

Na Figura 26 segue o resultado da comparagcdo entre 0S grupos que

receberam muco ou solucéo salina.
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Figura 26 — Soroneutralizagdo in vivo do edema. A — Edema induzido pelo muco de P.
aiereba; B - Edema induzido pelo muco de P. henlei; C - Edema induzido pelo muco de
P. orbignyi. GC - Grupo nao imunizado; GIMN — Grupo imunizado contra 0 muco nativo
de P. aiereba; GIMI - Grupo imunizado contra o muco irradiado de P. aiereba. Cada
barra representa a média das leituras e o erro padrdao de média. Asteriscos indicam

diferenca significativa em relag&do ao grupo controle: ** p<0,01 e *** p<0,001.
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Os anticorpos anti-muco Paratrygon aiereba se mostraram ineficazes na
soroneutralizacdo in vivo do edema induzido pelos mucos das raias Paratrygon
aiereba, Potamotrygon henlei e Potamotrygon orbignyi (Fig. 26A).

O edema induzido pelo muco de Paratrygon aiereba apresentou diferenca
estatistica relevante nos grupos imunizados contra 0 muco nativo ou irradiado
em relacdo ao grupo ndo imunizado nas primeiras 4 horas (p<0,001).

O edema induzido por Potamotrygon henlei e Potamotrygon orbignyi nos
grupos imunizados previamente contra o muco nativo de Paratrygon aiereba,
apresentou diferenca estatistica significativa em relacéo ao grupo ndo imunizado
na primeira hora (p<0,05). Ndo houve diferenca expressiva entre 0s grupos nao
imunizados e 0s grupos imunizados contra o0 muco irradiado (p>0,05) (Fig. 26B
e C).
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5. DISCUSSAO

Para a realizacdo deste trabalho, grupos de animais foram imunizados
contra a peconha da raia de agua doce Paratrygon aiereba, onde o muco ou
veneno foram inoculados por via intradérmica, e na primeira dose das
imunizacgdes foi utilizado adjuvante de Freund incompleto (formulacédo com 6leo
mineral sem produto bacteriano). Os adjuvantes sdo empregados para estimular
reacBes imunes inatas no local de exposicdo ao antigeno, liberando lentamente
0 antigeno e aumentando a eficiéncia da imunizacgéo (Alter; Sekaly, 2015).

As imunizac@es foram realizadas a partir de quatro dozes quinzenais com
o intuito de induzir uma resposta imune adaptativa, ou seja, verificar se a
peconha da raia em estudo é capaz de induzir uma resposta especifica e ser
reconhecida pelo sistema imunoldgico.

O reconhecimento de antigenos proteicos administrados com adjuvantes
por células apresentadoras de antigeno (APC), como as células dendriticas
(CD), sado mediadas por linfécitos T auxiliares (CD4+) (Alter; Sekaly, 2015).
Esses antigenos séo internalizados em vesiculas, processados e apresentados
em associacdo as moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) de classe Il (Goldberg; Rizzo, 2014). A resposta imune que €
desencadeada a partir da ativacdo dos linfécitos T podem ser de dois tipos:
resposta imune humoral, mediada por anticorpos produzidos por linfocitos B
antigenos-especificos; e resposta imune celular, caracterizada por linfocitos T
efetores e producao de citocinas (Mosmann et al., 1989).

Nesse seguimento, foram realizados ensaios para verificar a capacidade
antigénica do muco e do veneno de Paratrygon aiereba. O ELISA indireto foi
empregado para a pesquisa de anticorpos IgG, em que 0s antigenos, no caso o
muco ou o0 veneno de Paratrygon aiereba, foram imobilizados nos pocos da
microplaca e reagiram com as IgGs presentes nos soros dos animais
imunizados. Ja o Western blotting, foi empregado para verificar se 0os anticorpos
anti-muco ou anti-veneno seriam capazes de reconhecer bandas proteicas
especificas no muco ou veneno (Ferreira; Moraes, 2013).

A partir da realizacdo desses ensaios foi possivel verificar que tanto o muco
gquanto o veneno de Paratrygon aiereba sdo antigénicos, estimularam a

producdo de anticorpos, e que esta capacidade antigénica provavelmente se
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deve ao fato que venenos animais, inclusive de peixes, sdo compostos por uma
variedade de proteinas e peptideos biologicamente ativos (Conceicdo et al.,
2006; 2009; 2011; Saraiva et al., 2011; Komegae et al., 2013; Ziegman; Alewood,
2015).

Muco e veneno também apresentaram reatividade antigénica cruzada. A
presenca de proteinas especificas reconhecidas por anticorpos anti-muco e anti-
veneno indicam que as proteinas do muco do dorso e do ferrdo podem ser
consideradas determinantes antigénicos ou epitopos, além de sugerir que essas
proteinas imunogénicas apresentam composicdo analoga.

Monteiros-dos-Santos e colaboradores (2011) relataram que 0 muco e o
veneno da raia Potamotrygon henlei desencadeiam o0s sintomas do
envenenamento em animais e apresentam perfil proteico similar, coincidindo
com os estudos de Lameiras et al. (2014) para a raia Plesiotrygon e que vao ao
encontro dos resultados encontrados neste trabalho para o muco e o veneno de
Paratrygon aiereba.

A partir da verificagdo de que o muco foi capaz de estimular resposta imune
humoral e de apresentar reatividade antigénica contra o veneno, optou-se por
dar continuidade a pesquisa utilizando apenas o0 muco, visto que este esta
presente em maiores quantidades neste animal, sua obtencdo é mais facil e
também por implicar no emprego de um menor niumero de espécimes de raias
para a obtencé&o das amostras.

Deste modo, foi dado inicio & segunda etapa de imunizacdo. Camundongos
Swiss e coelhos New Zealand foram submetidos a exposi¢cdes subsequentes de
muco nativo ou irradiado a 2kGy com raios gama de %°Co.

A producdo de anticorpos IgG, que sdo predominantes em respostas
imunes adaptativas e que foi altamente significante tanto com o muco nativo
guanto com o muco irradiado nos camundongos e coelhos estudados, sugerem
a possibilidade de memoéria imunologica.

Nos soros dos camundongos foi verificado que depois da 22, 32 e 42 doses,
a concentracao de anticorpos anti-muco nativo foi maior que anti-muco irradiado.
Nos coelhos também foi detectada uma maior concentracdo de anticorpos 1gG
em resposta ao muco nativo, com excecao da 3.2 dose. E a partir da 12 dose os

coelhos produziram IgG com altos titulos, diferentemente dos camundongos.
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Normalmente, coelhos sao utilizados como modelos experimentais para a
producdo de antissoro policlonal por serem bons respondedores imunolégicos
(Burns, 2005). E diferencas da resposta imune entre diferentes modelos
experimentais foram observadas por Martin e colaboradores (2015), que
verificaram que coelhos desenvolveram resposta humoral mais rapida do que
camundongos ao Phlebotomus perniciosa.

Apesar do soro anti-muco irradiado ter apresentado uma concentragéo de
anticorpos IgG menor, é importante destacar que: a) o muco irradiado estimulou
resposta imunolégica especifica nos animais imunizados ativamente; b) a
concentracdo de anticorpos anti-muco irradiado € significativa em relacdo ao
soro controle (animais ndo imunizados); ¢) o soro anti-muco irradiado respondeu
ao muco nativo.

A irradiacdo do muco por raios gama de ®°Co justifica-se a partir de
trabalhos publicados anteriormente por nosso grupo, demonstrando que as
radiacfes ionizantes promovem alteracdes fisico-quimicas nas moléculas de
proteinas de venenos de serpentes e toxinas isoladas, atenuando a atividade
proteolitica de toxinas e mantendo suas propriedades imunolédgicas (Nascimento
et al., 1996; Boni-Mitake et al., 2001; Camilo et al., 2005; Alves, 2009; Caproni
et al., 2009; Ferreira Jr. et al., 2009; Oliveira et al., 2015; Rocha, 2016).

Além disso, a radiacdo gama tem se demonstrado Gtil na atenuacdo ou
esterilizagcdo de agentes biolégicos dos mais variados tipos, por promover a
perda da capacidade reprodutiva, no caso de parasitas intracelulares e outros
microrganismos, (Hiramoto, 2002), mantendo o potencial imunogénico adequado
(Costa, 2013; Zorgi et al., 2016).

A resposta imune humoral desencadeada pelo muco nativo ou irradiado de
Paratrygon aiereba também foi constatada atraves da proliferacdo de
esplendcitos estimulados com o muco in vitro (IVIAP). As células esplénicas de
camundongos (imunizados com muco nativo ou irradiado e ndo imunizados)
tiveram o0 seu crescimento reestimulado frente ao muco, corroborando a
capacidade deste de induzir resposta imunol6gica adaptativa, um componente
importante para a imunidade humoral (Mesquita Jr. et al., 2010).

Apesar dos niveis de anticorpos quantificados no IVIAP terem sido menores
que os do ELISA, podemos destacar a capacidade dos anticorpos anti-muco

irradiado de reconhecer e responder ao muco na sua forma nativa, e dos
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esplendcitos dos animais imunizados contra 0 muco irradiado serem mais
responsivos do que os demais grupos (imunizados contra o muco nativo e nao
imunizados). Esses dados estdo de acordo com trabalhos que utilizam a
irradiacdo de toxinas ou venenos de serpentes e de parasitas, pois a radiacao
gama é capaz de melhorar as propriedades imunogénicas destes compostos
(Camilo et al., 2005; Zorgi et al., 2016). E assim como no trabalho desenvolvido
por Hiramoto (2002), investigando a producédo de anticorpos anti-Toxoplasma
gondii apds a imunizacdo com taquizoitos irradiados, os titulos de anticorpos
resultantes do ensaio por IVIAP também foi inferior aos do ELISA, assim como
neste estudo.

Foi observado um equilibrio entre as quantidades de IgG1 e IgG2b séricas
Nnos grupos imunizados contra 0 muco nativo e irradiado. Alguns estudos
reportam que as subclasses IgG1 e IgG2b comportam-se como anticorpos liticos
(Stefani et al., 1983; Lima Matrtins et al., 1985; Pyrrho et al., 1998). Ja em relacao
a 1gG2a, a concentracdo desta imunoglobulina foi maior no grupo imunizado
contra 0 muco nativo. O isotipo IgG2a desempenha um papel critico em
condicdes patologicas e imunitarias protetoras em camundongos (Savitsky et al.,
2010).

A subclasse IgG1 esta relacionada com a predominancia de respostas de
células T helper do tipo 2 (Th2) a antigenos proteicos e reacfes mediadas por
IgE (Baudino et al., 2008), participagdo na imunidade humoral, auxiliando a
producado de anticorpos por linfocitos B (Sprent; Surh, 2002). IgG2 relaciona-se
com a funcdo das células T helper do tipo 1 (Thl), como a ativacdo de
macréfagos, opsonizacao e ativacdo do complemento. IgG2a e 1gG2b séo as
subclasses mais predominantes em autoimunidade, inflamacao, citotoxicidade
celular dependente de anticorpo e contra patégenos intracelulares (Baudino et
al., 2008; Nimmerjahn et al., 2010).

A literatura reporta a predominancia da subclasse IgG2 e resposta Th1l para
proteinas irradiadas, pelo fato destas células estarem envolvidas na ativacao de
macrofagos (Cardi et al., 1998; Delves; Roitt, 2000; Alves, 2009). No presente
estudo, porém, o muco irradiado de Paratrygon aiereba induziu a producéo de
IgG1, IgG2a e IgG2b, ou seja, ndo houve polarizacédo da resposta de células T.

Camundongos da linhagem Swiss ndo apresentam uniformidade genética

(heterogénicos ou outbread) e sdo empregados na inducdo da producao de
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anticorpos por, geralmente, responder com altos titulos de anticorpos e
diferentes subclasses de imunoglobulinas (Andrade et al., 2002), diferentemente
de outras linhagens (isogénicas ou inbread) que apresentam polarizacdo de
resposta para Thl ou Th2 (Matsushita, Katz, 1992).

Desta forma, as caracteristicas genéticas do modelo de roedor escolhido
(outbread) pode explicar o padrao de resposta Th1l/Th2 encontrado neste
trabalho para o muco nativo e irradiado.

As citocinas sdo mediadores proteicos sollUveis que conduzem uma rede
complexa de interacBes celulares, as quais regulam a imunidade celular, a
humoral e a resposta inflamatdria de fase aguda (Tarrant, 2010). As subclasses
de IgG dependem da expressdo de citocinas (Nimmerjahn; Ravetch, 2005),
assim como os linfocitos T CD4* se diferenciam em subtipos de células efetoras
(Th1, Th2 ou Th17) em resposta a citocinas (Tarrant, 2010).

Nessa direcdo, a expressao de citocinas foi examinada pelo kit comercial
CBA, um imunoensaio utilizado para quantificar a expressdo de citocinas
comumente associadas a respostas celulares Th1/Th2/Th1l7 (Morgan et al.,
2004), a fim de verificar o perfil da resposta imunolégica adaptativa induzida pelo
muco nativo ou irradiado de Paratrygon aiereba.

Os niveis de citocinas esplénicas encontrados foram: a) no grupo
imunizado contra o muco irradiado verificou-se uma resposta imune celular com
maiores niveis de TNF-a produzido pelas células do bago, seguido de IL-10 e
IFN-y. TNF-a e IFN-y sdo produzidos por células Thl, enquanto IL-10 é
produzida por células Th2 (Kidd, 2003); b) o grupo imunizado contra o0 muco
nativo produziu niveis baixos destas citocinas pelas células esplénicas
semelhante ao grupo ndo imunizado; c) os niveis das citocinas IL-2, IL-6 e IL-
17A nao foram estatisticamente diferentes entre os grupos (imunizados com
muco nativo ou irradiado e n&o imunizado); d) nao foi detectada a producédo de
IL-4 por nenhum grupo.

Ja os niveis das citocinas séricas foram: a) o muco irradiado induziu maior
expressdo de TNF-a, que é produzido por células Th1; b) o muco nativo induziu
mais IL-6 e IL-17A, ambas citocinas induzem resposta Th17 (Kim; Park; Chung,
2016); c) ndo foram detectadas as producdes de IL-2, IFN-y, IL-4 e IL-10 nos trés

grupos.
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Relacionando os resultados dos niveis de citocinas com as subclasses de
IgG pesquisadas, € possivel aferir que: a) 0o muco irradiado induziu as subclasses
IgG1l, 1gG2b e menor concentracdo de IgG2a; b) as citocinas seéricas e
esplénicas produzidas nos grupos imunizados contra o muco irradiado estado
relacionadas com respostas Thl (TNF-a e IFN-y) e Th2 (IL-10). Este resultado
indica uma possivel resposta imune integrada Th1/Th2 (Lopes-Ferreira; Grund,;
Lima, 2014).

O resultado obtido pelo IVIAP corrobora os resultados da dosagem de
citocinas esplénicas em resposta ao muco irradiado. Neste ensaio o grupo
imunizado contra 0 muco irradiado foi mais responsivo ao muco do que 0s
demais grupos, 0 que vai ao encontro do resultado da dosagem de citocinas
produzidas por células esplénicas, em que o grupo de animais imunizados contra
o muco irradiado foi mais responsivo, produzindo mais citocinas (TNF-a, IFN-y e
IL-10) que 0s outros grupos.

O muco nativo induziu as subclasses IgG1, IgG2b e menor concentracéo
de IgG2a, o que levaria a uma resposta balanceada Th1/Th2 (Balkwill, 2000), e
na expressao de citocinas séricas foi verificada uma tendéncia de resposta Th17
(Oliveira et al., 2011).

O mecanismo através do qual as citocinas induzem a diferenciacao seletiva
das células T CD4*em Th1l e Th2 nédo é totalmente conhecido. Mas sabe-se que
elas podem agir quando a célula T € ativada pela primeira vez por uma APC ou
durante a fase proliferativa (Smith et al., 2006). A natureza do antigeno, como no
caso deste trabalho, uma proteina nativa ou irradiada, pode desempenhar um
papel importante no direcionamento da resposta imune desencadeada.

Conforme os resultados encontrados, € possivel notar que 0s animais
apresentaram um perfil Thl e Th2. Resultado similar foi relatado pelo grupo de
Lopes-Ferreira, que demonstrou a capacidade do veneno total do peixe marinho
niquim (Thalassophryne natteri) de estimular respostas imunes balanceadas
Th1/Th2, atribuindo a toxinas isoladas a indugdo de Thl ou Th2. A toxina
Nattectina induz resposta Thl, caracterizada pela producédo de IFN-y e IgG2a
(Saraiva et al., 2011) e uma outra toxina, a Natterina, induz resposta do tipo Th2,
caracterizada pela producéo de IgG1 (Lopes-Ferreira; Grund; Lima, 2014).

Células Thl quando séo estimuladas secretam IFN-y, uma das citocinas

esplénicas produzidas pelos animais imunizados contra o0 muco irradiado em
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respota ao reestimulo do muco. A IFN-y estimula a proliferagéo, diferenciagcao
de linfécitos B e promove a mudanca de subclasses de IgG (Smith; Denning,
201), como observado neste trabalho.

O muco irradiado estimulou a producdo de TNF-a no soro de animais
imunizados e no sobrenadante da cultura de esplendcitos. Esta citocina é
produzida por células Thl e é o principal mediador da resposta inflamatoria
aguda (Balkwill, 2000), estimula o recrutamento de neutréfilos e mondcitos para
o local da inflamacdo e ativa essas células. Também induz a expressédo de
moléculas de adesdo como a E-selectina e VCAM-1 pelas células endoteliais, a
secrecdo de quimiocinas pelo endotélio e por macrofagos, a producao da citocina
IL-1B8 por fagécitos mononucleares (Balkwill, 2001), induz a produgao de IL-6
(Littlewood et al., 1991) e desempenha func¢des importantes na hiperalgesia
inflamatdria e neuropética (Oliveira et al., 2011).

As células do baco dos camundongos imunizados contra 0 muco irradiado
também induziram a producédo de IL-10. A producdo desta citocina resulta na
ativacdo de células Th2. Além de aumentar a proliferacdo de mastocitos e
impedir a producao de IFN-y pelas células NK (Oliveira et al., 2011).

A IL-6, uma das citocinas séricas encontradas no grupo de animais imunizados
contra muco nativo, é pro-inflamatoria, relacionada com a regulacdo de células
Th17. E um potente indutor de proteinas de fase aguda pelos hepatdcitos, age
nos linfocitos B para a proliferacdo de células produtoras de anticorpos (Heinrich;
Castell; Andus, 1990), atuando na imunidade inata e adaptativa (Van Der Poll;
Van Deventer, 1998). Estd associada a doencas auto-imunes e doencas
inflamatdrias cronicas (Drutskaya et al. 2016; Esenwa; Elkind, 2016). TNF-a e IL-
1 séo potentes indutores desta citocina (Oliveira et al., 2011).

Células Th17 produzem IL-17, responsavel pela acdo inflamatoria dessas
células. Esta citocina também foi detectada no soro de animais imunizados
contra o muco nativo. A IL-17 tem ligacao entre a imunidade adaptativa mediada
por células T e sistema imunoldgico inato, principalmente pelo componente
inflamatério das respostas inatas. Tem relacdo com inflamagéo crénica e
doencgas auto-imunes (Kim, Park, Chung, 2016). Estimula a producao de TNF-a
e de IL-6, que recruta neutrdfilos para os sitios de ativacdo de células T e
inflamacé&o, desempenhando a funcao efetora das células Th17, que € induzir a
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inflamacé&o neutrofilica, que faz parte da resposta imune adaptativa (Oliveira et
al., 2011).

A pesquisa de citocinas e quimiocinas induzidas pela peconha de raias de
agua doce foi relatada na literatura. Monteiro dos Santos et al. (2011) verificou a
inducéo de IL-1, IL-6 e KC pelo muco e veneno de Potamotrygon henlei e de
MCP-1 apenas pelo veneno. E em 2014, Kimura e colaboradores verificaram a
inducao pelo veneno de Potamotrygon motoro de IL-6, KC e MCP-1. Em ambos
trabalhos os ensaios foram realizados a partir da inoculagdo da pegonha na pata
de camundongos e as cito/quimiocinas detectadas por ELISA.

Apesar de terem sido empregados meétodos diferentes, também foi
verificada a expressdo de IL-6 sérica neste trabalho, uma citocina pro-
inflamatdria, no grupo imunizado contra 0 muco nativo.

Peconhas de outros animais também foram descritas como indutoras da
producdo de citocinas e quimiocinas, como a peconha dos peixes
Thalassophryne nattereri e T. maculosa, as quais induziram a producao de TNF-
a, IL-1B e IL-6 (Lima et al.,, 2003; Pareja-Santos et al., 2008), o veneno da
serpente Crotalus durissus terrificus (TNF-a, IFN-y, IL-4 e IL-10) (Cruz et al.,
2008), da aranha Loxoceles gaucho (IL-6, MCP-1 e KC) (Barbaro et al., 2010).

Alves (2009) verificou que a Bothropstoxina-1 (BTHX-1) uma das toxinas
da serpente Bothrops jararacussu irradiada induz a expressao de IFN-y e IL-2,
em camundongos isogénicos, ou seja, padrdo de resposta Thl. As células do
baco do grupo imunizado contra o muco irradiado de Paratrygon aiereba também
produziram IFN-y.

Outro aspecto dos soros anti-muco nativo e irradiado por %°Co de
Paratrygon aiereba também foi analisado. A reatividade antigénica do soro de
camundongos e coelhos foi constatada por ELISA e WB contra o muco de
Paratrygon aiereba e de outras espécies de raias de agua doce, comumente
encontradas na bacia dos rios Tocantins/Araguaia e relacionadas com acidentes
em humanos, Potamotrygon orbignyi e Potamotrygon henlei.

Esses resultados sdo importantes, uma vez que 0 Soro anti-muco
Paratrygon aiereba foi capaz de reconhecer epitopos do muco de Potamotrygon
orbignyi e Potamotrygon henlei. No caso da viabilidade de um soro antirraia, €

imprescindivel que este soro seja eficaz contra varias espécies, ja que a
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identificacdo da espécie do animal responsavel pelo acidente ndo € possivel na
maioria das vezes.

Outro fato observado foi que os soros anti-muco irradiado produzidos por
camundongos e coelhos reconheceram determinantes antigénicos do muco das
trés raias citadas, ou seja, houve a manutencdo da imunogenicidade do muco
apos o processo de irradiacao, corroborando o fato de que a irradiagdo mantém
as propriedades imunogénicas de compostos proteicos (Caproni et al., 2009).

A reatividade antigénica cruzada também foi verificada por Barbaro e
equipe (2007), que observaram que o veneno de Potamotrygon falkneri e da raia
marinha Dasyatis guttata induziram a formacdo de anticorpos em coelhos e
apresentaram reatividade antigénica cruzada entre eles.

Adicionalmente aos resultados discutidos até o momento, foi averiguada a
citotoxicidade do muco de Paratrygon aiereba, indicando néo ser citotéxico por
nao interferir na viabilidade celular na metodologia e concentracdes testadas,
conforme Barltrop et al. (1991).

Diversos trabalhos tratam da caracterizacdo da inflamacdo, uma das
reagbes mais frequentes no envenenamento por raias. Monteiro-dos-Santos e
colaboradores (2011) confirmaram a presenca de mediadores inflamatorios e
alteracdes na microcirculagéo induzida pelo muco e veneno de Potamotrygon
henlei. Kimura et al. (2014; 2015) verificaram a capacidade de inducéo de edema
no local da inoculacao do veneno de Potamotrygon motoro, aumento do numero
de leucdcitos, mediadores da inflamacéo, participacdo de mastdcitos, histamina
e produtos oriundos da cicloxigenase.

Agrupando os resultados de trabalhos experimentais, como os citados
anteriormente, ao quadro clinico observado nas vitimas de acidentes por raias,
0s principais problemas decorrentes das ferroadas por esses peixes podem ser
resumidos em dor, edema e necrose (Garrone Neto; Haddad Jr. 2010; Monteiro-
dos-Santos et al, 2014).

A partir da obtencéo do soro anti-muco de Paratrygon aiereba com titulos
satisfatorios de IgG, foi verificada a capacidade de soroneutralizacdo da
atividade edematogénica induzida pelo muco da raia em estudo, uma vez que o
edema faz parte de um dos problemas decorrentes do acidente por raias
(Garrone Neto; Haddad Jr. 2010; Silva Jr. et al., 2015).
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A soroterapia é empregada para neutralizacdo de veneno inoculado apés
acidente por animal peconhento e neste tipo de tratamento sdo empregados
soros heterdlogos, ou seja, produzidos pela sensibilizacdo de espécies
diferentes da qual recebera o soro anti-veneno como tratamento (Brasil, 2001).
Na soroneutralizag&o in vitro o edema foi induzido em camundongos pelo muco
de Paratrygon aiereba e o soro anti-muco empregado foi produzido por coelhos.

O muco de Paratrygon aiereba induziu atividade edematogénica até 4h
apos a inoculagédo nos camundongos. Resultados similares para outras espécies
de raias estdo na literatura (Monteiro-dos-Santos et al., 2011; Kimura et al.,
2014).

O soro anti-muco nativo de Paratrygon aiereba nao inibiu a atividade
edematogénica do muco. Por outro lado, o soro anti-muco irradiado mostrou
importante redugéo do edema podal. Apesar do edema néo ter sido neutralizado,
0 soro anti-muco irradiado pré-incubado com o muco foi capaz de reduzir a
atividade edematogénica do muco.

Esse resultado mostra que além do muco irradiado a 2kGy ser capaz de
estimular a producdo de anticorpos especificos, estas imunoglobulinas séo
capazes de reconhecer algum composto do muco que é responsavel pela
atividade edematogénica, pois no muco deve haver a presenca de agente
responsavel pelo edema que é antigénico.

Possivelmente, o processo de irradiacdo do muco de Paratrygon aiereba
resultou num composto mais antigénico (Camilo et al., 2005), pois as proteinas
irradiadas sofrem modificacdes diretas ou indiretas causadas pela radiblise da
dgua podendo gerar agregados pela inducdo da quebra de cadeias
polipeptidicas tornando-a mais imunogénica (Nascimento et al., 1996).

A investigacao da habilidade de anticorpos preexistentes de neutralizar o
edema, ou seja, a soroneutralizacdo in vivo do edema induzido pelo muco de
diferentes espécies de raias, mostrou atividade edematogénica rapida e intensa
induzida pelo muco nos animais que possuiam anticorpos especificos contra o
muco de Paratrygon aiereba, sugerindo uma reacéo de hipersensibilidade. As
reacoes de hipersensibilidade podem ocorrer a partir da exposicao repetida a um
antigeno, com intensa indugdo de resposta Th2, mediadas por IgE e pela
liberacdo de mediadores inflamatérios (Abbas; Lichtman; Pillai, 2011).
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A neutralizacdo de sintomas locais do envenenamento tem sido alvo de
pesquisas. Rucavado e Lomonte (1996) verificaram que efeitos locais como
edema, hemorragia e miotoxicidade causados pelo veneno de Bothrops asper
ndo sdo abolidos em animais pré-imunizados, apenas reduzidos, corroborando
os achados de Gutierrez et al. (1998). Em coelhos imunizados contra o veneno
de Loxosceles, Guimaraes et al. (2013) também n&o obtiveram neutraliza¢do do
edema. Lopes-Ferreira e colaboradores (2000) e Piran-Soares et al. (2007),
relataram neutralizacdo da nocicepcdo, necrose e de alteragbes na
microcirculacdo em camundongos previamente imunizados contra o veneno de
Thalassophryne natteri, mas n&o houve neutralizagdo do edema. E em 2008,
Soliani obteve neutralizacéo parcial do edema e da nocicepcéo provocados por
Potamotrygon orbignyi.

Uma provavel explicagdo para a neutralizacao insuficiente de danos locais
por anti-venenos seria pelo fato de que logo apés a inoculacdo do veneno, ocorre
uma rapida liberacdo de mediadores endégenos envolvidos com os danos locais,
Oou seja, até os anticorpos atingirem os tecidos afetados os mecanimos
inflamatérios ja foram iniciados (Picolo et al., 2002). Outro ponto é a
concentracdo de anticorpos nos tecidos ndo ser suficiente para neutralizar as
toxinas que atuam localmente, em que a utilizacdo de fragmentos de anticorpos
poderia atingir os tecidos mais rapidamente do que o anticorpo total (Gutierrez
et al., 1998).

Finalmente, os dados deste trabalho permitem sugerir que existe a
possibilidade de um soro antirraia, a partir da comprovacdo, por trabalhos
futuros, de soroneutralizagdo de outros sintomas, como da nocicepgédo e
necrose. Os resultados aqui apresentados sao inéditos e corroboram com
trabalhos desenvolvidos por nosso grupo de que a radiagdo ionizante é capaz
de manter as propriedades antigénicas originais, com producdo de anticorpos
altamente responsivos e melhor resposta imunologica. O protocolo de
imunizacdo empregado neste trabalho permitiu comprovar que o muco da raia
Paratrygon aiereba é capaz de induzir resposta imune adaptativa celular e

humoral em animais imunizados ativamente.
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CONCLUSOES

O protocolo de imunizacdo possibilitou a obtencdo de soros com titulos
satisfatorios de anticorpos policlonais.

O muco e o veneno de Paratrygon aiereba sdo imunogénicos e apresentam
reatividade antigénica cruzada.

O muco de Paratrygon aiereba irradiado a 2kGy por raios gama de %°Co é
imunogénico.

O soro anti-muco irradiado de Paratrygon aiereba é capaz de responder ao
muco nativo.

Os anticorpos especificos estimulados em camundongos e coelhos em
resposta ao muco nativo ou irradiado foram capazes de reconhecer
antigenos presentes no muco de outras espécies de raias.

Houve proliferacdo de células B in vitro por células esplénicas de
camundongos imunizados contra o muco irradiado.

Nos soros anti-muco nativo e irradiado verificou-se um balanco de resposta
Th1/Th2 pela dosagem das subclasses de 1gGs.

Células do baco de camundongos imunizados contra o muco irradiado
responderam ao antigeno, com producédo significativa das citocinas IFN-y,
TNF-a e IL-10.

No soro de camundongos imunizados contra 0 muco irradiado houve
expressdo de TNF-a, e no grupo imunizado contra o muco nativo de IL-6 e
IL-17.

O soro anti-muco irradiado a 2kGy por raios gama de %°Co foi capaz de
reduzir a atividade edematogénica induzida pelo muco de Paratrygon aiereba
in vitro.

A atividade edematogénica avaliada em animais pré-imunizados nao foi

neutralizada, tampouco reduzida.
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