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SUMMARY

COMPARATIVE MORPHOCYTOLOGIC STUDY OF NATIVE AND IRRADIATED
CROTOXIN ON CBA/J MICE TISSUES AND CELLS.
BRUNO ANDRADE CARDI

Snake venoms submitted to gamma irradiation are better immunogens,
have less toxic activity and mantain immunogenic and antigenic properties,
favouring its use in anti-sera production, main therapy in human accidents.
Severe human accidents, attributed to neurotoxicity of the venom, are caused by
Crotalus durissus terrificus, which main toxin, crotoxin, acts on neuromuscular
junctions, as detected by electrophysiological studies and could be detoxified by
gamma irradiation. In order to evaluate the biological role of this irradiated
protein, we analized, at morphological and immunohistochemical level, organs
and cells from CBA/J mice challenged with crude venom or purified crotoxin, in an
acute envenomation model. Both toxins were submitted to 2000 Gy irradiation in a
60co source, in water solution. For crotoxin detection, we used a anti-crotoxin
policlonal antibody induced in horses or rabbits, whose titer and specificity were
determined by ELISA and Western Biot, revealed in immunohistochemistry by
secondary conjugates with peroxidase or colloidal gold. In muscle from CBA/J
mice, an acute time dependent process could be observed on neuromuscular
junctions affected by non-irradiated crotoxin, which were not observed with
irradiated crotoxin, showing its low affinity to specific receptors at this level.
Clearance organs, liver and kidney, presents toxins detected by
immunohistochemistry but no morphological changes could be attributed to toxins
action. When crude venom was used, the same results were found.

When isolated cells, peritoneal macrophages, were assayed with toxins in
an in vitro model, we could detect, by immunohistochemistry, a preferential uptake
of irradiated crotoxin by the cells, comparatively to other samples. The presence
of high molecular weight protein aggregates induced by irradiation, would explain
this behavior.

This results disclose that irradiated crotoxin could be detected on
clearence organs but not in neuromuscular junctions, the toxicity target of non-
irradiated toxin. We could also demonstrate that the irradiation process induces
changes that enhances the uptake of irradiated toxin to macrophages, problably
favouring immune reactions, as antibody production. These conditions qualify
irradiated crotoxin as better immunogen in experimental or commercial
immunization schedules.



RESUMO

ESTUDO MORFOCITOLOGICO COMPARATIVO DE CROTOXINA NATIVA E
IRRADIADA EM TECIDOS E CELULAS DE CAMUNDONGOS CBA/J

BRUNO ANDRADE CARDI

Os venenos ofidicos submetidos a radiacdo gama tornam-se melhores
imundgenos pela diminuicdo de sua atividade toxica e manutengdo de suas
propriedades imunogénicas e antigénicas, favorecendo seu uso na produgéo de
anti-soros, principal tratamento em acidentes ofidicos humanos. Os acidentes
com maior incidéncia e letalidade pela agao neurotoxica do veneno sdo causados
por Crotalus durissus terrificus, cuja toxina principal, a crotoxina, apresenta agéo
sobre jungdes neuromusculares detectavel eletrofisiologicamente, sendo passivel
de destoxicacdo pela radiagdo gama. Para avaliar o comportamento biologico
desta proteina irradiada, analisamos, morfolégica e imunochistoquimicamente,
orgaos e células isoladas de camundongos CBA/J desafiados com veneno
crotalico total ou crotoxina purificada em modelo de envenenamento agudo. As
toxinas foram utilizadas nas suas formas nativa ou irradiada a 2000Gy em
solugdo aquosa em uma fonte de 80Co. Para a detecgio da crotoxina, utilizamos
anticorpos policlonais produzidos em coelhos ou em cavalos, que tiveram seus
titulo e especificidade avaliados por ensaios imunoenzimatico e "Western blot",
com revelagao imunohistoquimica através de anticorpos conjugados a peroxidase
ou ouro coloidal. Em musculos de camundongos CBA/J, um processo agudo e
tempo-dependente pode ser observado em jungées neuromusculares afetadas
por crotoxina n&o irradiada, que nao foi visto com a forma irradiada, mostrando a
sua baixa afinidade por receptores especificos a este nivel. Os 6rgéos de
clareamento, figado e rim, apresentaram detecgdo imunohistoquimica das
toxinas, mas nenhuma alteragdo morfoldgica foi encontrada ou atribuida a acéo
das toxinas. Quando veneno total foi utilizado, os mesmos resultados foram
observados.

Quando células isoladas, macréfagos peritoneais, foram ensaiados com as
toxinas, num modelo in vitro, pudemos detectar, imunohistoquimicamente, um
reconhecimento preferencial, por parte das células, da forma irradiada da
crotoxina, comparativamente as demais amostras. A presenca de agregados
protéicos de alto peso molecular, induzidos pela radiagdo, pode explicar este
comportamento.



Esses resultados mostram que a crotoxina irradiada pode ser detectada
em oOrgéos de clareamento, mas néo em de jungdo neuromuscular, principal alvo
de agdo da crotoxina n&o irradiada. Pudemos também demonstrar que o
processo de irradiagdo induz alteragGes na molécula de crotoxina, aumentando
sua captacdo por parte de macréfagos, provavelmente favorecendo reacgdes
imunes, como a produgao de anticorpos. Essa condigbes qualificam a crotoxina

irradiada como melhor imundgeno em protocolos de imunizagdo, experimentais
ou comerciais.



IINTRODUGAO

1- O VENENO CROTALICO

As serpentes formam a subordem Ophidia ou Serpentes, que se encontra
inclusa na Ordem Squamata da "Classe" Reptilia do Filo dos Chordata. Cerca de
3300 espécies sao conhecidas no mundo, distribuidas em 11 familias, sendo que
5 (Elapidae, Hidrophiidae, Colubridae, Atractaspididae e Viperidae) concentram
as serpentes produtoras de secregdes téxicas. A morfofisiologia do aparato de
veneno varia de acordo com a familia de serpente, demonstrando diferengas
evolutivas entre as mesmas. Entretanto, o objetivo final da existéncia desse
aparato parece ser a aquisigao de alimento e defesa8%.

Os venenos de serpentes sdo misturas complexas contendo altas
concentracdes de proteinas121, muitas delas com propriedades téxicas. Algumas
dessas proteinas e peptideos vém sendo purificados e suas propriedades
determinadas, como a composicao de aminoacidos, a estrutura primaria de
numerosas neurotoxinas, inibidores enzimaticos e outros®© mostrando, também,
haver diferengcas no que se refere a composicado dos venenos nas diferentes
familias de serpentes’21. Diferencas na composi¢gado dos venenos num mesmo
género ou espécie de serpente também sdo encontradas quando se analisa a
distribuicéo geografica, idade e habitos alimentares dos
animais’1.85,86,125,126

No Brasil, as serpentes consideradas de importancia meédica estao
agrupadas, na sua maioria, na familia Viperidae, sub-familia Crotalinae, cujas
espécies sao representadas pelos géneros Bothrops (jararaca, jararacugu, urutu,
etc), Lachesis (surucucus), Crotalus (cascavéis) e na familia Elapidae, sub-familia
Elapinae, as corais verdadeiras (género Micrurus)65.

O género Crotalus € representado apenas por uma espécie, Crotalus
durissus, que se distribui pela maioria da regibes do pais, sendo menos
abundante na regido norte465 e apresentando 6 subespécies bem
caracterizadas, a saber, C.d.cumanensis, C.d.cascavella, C.d.ruruima,
C.d.marajoensis, C.d.colillineatus e C.d.terrificus. A subespécie C.d.terrificus
distribui-se pela Bolivia, Uruguai, Paraguai, Argentina e Brasil (MG, SP, SC, PR,
RS, MT e MS)B5 ¢ ¢ responsavel por cerca de 10% dos acidentes ofidicos do
sudeste brasileiro, com o maior indice de mortalidade 106,140

Na clinica, observa-se um quadro predominantemente neurotoxico e
miotdxico, seguido de sinais e sintomas atribuidos a atividade coagulante do
veneno®:.72. O quadro neurotdxico, geralmente evidente nas primeiras horas, se
caracteriza por fascies miastenica (ptose paipebral uni- ou bilateral, diplopia,
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oftaimoplegia com possivel dificuldade de acomodagao e anisocoria), tendo como
manifestacoes menos frequentes, a paralisia velatopalatina com dificuldade de
degluticdo e reflexo de vomito diminuido. O quadro miotéxico inicia-se,
principalmente, com mialgia generalizada, sendo o escurecimento da urina
(avermelhada ou marrom) uma consequéncia da liberagdo de pigmento
respiratério muscular13, a mioglobina, sendo esse efeito a maior evidéncia de
rabdomiolise?1,12,18,34,35,83 A analise dos niveis séricos de isoenzimas de
creatinaquinase (CK) e desidrogenase latica (LDH), juntamente com alteragdes
focais observadas em biopsias de pacientes, levaram a hipdtese de uma
predilecdo, por parte do veneno, por fibras oxidativas do tipo | e/ou i1a35, o que
confirma os ensaios histoquimicos obtidos em dois pacientes biopsiados, onde se
observou atrofia seletiva de fibras do tipo I73. Essa mioglobinuria leva, muitas
vezes, a um quadro de insuficiéncia renal aguda (IRA)36, principal causa de 6bito
nos pacientes’.8.9.

Foram também descritos quadros de sangramentos com incoagulabilidade
do sanguee, tendo sido demonstrados defeitos da coagulacido sangiinea em 30
a 50% dos pacientes, devido a existéncia de uma atividade trombina-simile do
veneno, que pode produzir consumo de fibrinogénio104. Observa-se ocorréncia
de sangramento leve, na maioria das vezes limitado a gengiva74, muitas vezes
tornando dificil o diagnéstico diferencial frente a acidentes botrépicos,
principalmente quando espécimens jovens de Bothrops jararaca estao
envolvidos, devido ao fato de seus venenos apresentarem atividade
predominantemente coagulante107.

Disturbios respiratorios sdo raramente observados mas, quando presentes,
podem ocorrer durante a primeira hora ou primeiro dia, ou secundariamente, 3 a
12 dias apos a picada, em pacientes com IRA3.81. Sinais no local da picada nao
sdo evidentes e, quando presentes, se resumem a edema, parestesia e/ou
eritema discretos.

A subespécie Crotalus durissus terrificus vem sendo exaustivamente
estudada, ndo somente por ser a principal responsavel pelos acidentes crotalicos
do sudeste brasileiro108 como também por causa da composicdo de seu
veneno, que encerra componentes farmaco-ativos, tais como a crotamina,
convuixina, giroxina, delta-toxina e crotoxina.

A crotamina4’ consiste de um polipéptide fortemente basico (pm 4880),
que apresenta atividade miotoxical35 devido, principalmente, & sua aco sobre o
funcionamento dos canais de sédio voltagem-sensiveis do sarcolema, o que leva
a indugdo do influxo de sddio, resultando numa despolarizagdo e contragdo do
musculo esquelético28,29,46,96,138  Neste, a crotamina produz lesdes, que
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consistem de necrose de fibras musculares caracterizada por uma extensa
vacuolizacao do reticulo sarcoplasmatico e ruptura dos filamentos de actina e
miosina25,130, Estudos acerca da sequéncia primaria da crotamina tém
demonstrado que esta possui um alto grau de homologia com outras toxinas
mionecrosantes17.43,82,

A convulxina consiste de um polipéptide de alto peso molecular (72.000),
produzindo uma rapida e profunda trombocitopenia quando inoculada
intravenosamente em coelhos anestesiados. Esse achado demonstra a atividade
estimulante especifica sobre plaquetas, que induz a agregacéo das mesmas por
um mecanismo aparentemente independente da ciclo-oxigenase e dependente de
célcio131. A acéo sobre plaquetas leva a liberagdo de aminas bioativas, podendo
produzir convulsées como resultado da formagdo de microémbolos, com uma
isquemia transitéria subsequente ou uma liberagdo macica de autacoides9S.
Outros efeitos sdo hipotensdo, alteragées agudas do padréo respiratorio 134,137,
perda de equilibrio, nistagmo, bem como disturbios gastrointestinais98: 134,

A giroxina (pm 34.000) é uma toxina nao letal que, em camundongos,
provoca alteragbes carateristicas no equilibrio, demonstradas por movimentos
giratérios em torno do eixo longitudinal corpéreo estando, porém, ausente o
quadro de nistagmo. Os efeitos podem aparecer cerca de 3 minutos apos a
inoculagdo, ocorrendo a recuperacdo ao final de aproximadamente 60 minutos. A
resposta parece néo ser dependente da dose, mas sim do tipo "tudo-ou-nada"
mostrando taquifilaxia, que ocorre até 10 a 40 dias mais tarde19,116,

A delta-toxina é um componente ainda pouco estudado, nao se
conhecendo bem os seus efeitos farmacolégicos, sendo citada, apenas, a sua
capacidade de alterar a permeabilidade vascular135,

2- ACROTOXINA

A crotoxina (pm 24.000, pi 4.7)89 é o componente mais abundante e tdxico
do veneno de C.d.terrificus18. Isolada pela primeira vez por Slotta e Fraenkel-
Conrat em 1938119 demonstrou, a principio, ser uma proteina homogénea®0.79.
Entretanto, o tratamento do complexo com dinitrofluorobenzeno demonstrou dois
derivados, um soltvel e outro insoluvel em agua, os quais se mostravam bastante
distintos quanto & composicdo de aminoacidos44 . Mais tarde, Hendon e
colaboradores ( 1979)63, utilizando agentes acilantes menos volumosos,
confirmaram a presenga de duas subunidades e indicaram a necessidade de
ambas para que a neurotoxicidade ocorresseB2A,113 As duas subunidades
foram denominadas, A e B.
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A subunidade A, provavelmente derivada de uma fosfolipase Ao néo toxica
e homodimérica2, também denominada crotapotina ou crotoxina A, € uma
proteina acida com ponto isoelétrico (pl) em torno de 3.8 e pesc molecular
9.000113, composta de 3 cadeias, A, B e C, com 40, 34 e 14 aminoacidos,
respectivamente, ligadas por pontes dissulfeto. Esta proteina na&o apresenta
atividades enzimaticas ou farmacoldgicas detectadas até o momento, apenas
comportando-se como carreadora da outra subunidade, 0 que possibilita uma
ligacdo mais especifica ao sitio especifico para esta ultima, com consequente
maior especificidade de acéo 18,22, A analise da sequiéncia de aminoacidos da
cadeia C da crotapotina mostra uma estreita homologia desta subunidade com
neurofisinas, que sdo aceitas como sendo moléculas com fun¢éo carreadora
ligadas a horménios neurohipofisarios 121
A subunidade B (crotoxina B) consiste de uma enzima fosfolipase Ao
(PLAS)E.C. 3.1.1.4)21 calcio-dependente?”, fortemente basica com pl em torno
de 8.7 e peso molecular 15.000113. Esta possui grande homologia com outras
PLA; ndo ofidicas, como determinado por cristalografia de raic X23.38,39
embora existam, na anadlise detalhada da estrutura das cadeias, diferencas que
permitem a diferenciacdo entre elas105. Esta PLA, possui alta afinidade por
lipides carregados negativamente, o que possibilita, quando esta se encontra
isolada do complexo crotoxina, a sua intera¢do inespecifica com membranas
bioldgicas que os contenham19,56,57
Além da sua atividade miotoxica evidente®0.76, a crotoxina apresenta uma
acdo pre-sinaptica predominante em juncdo neuromuscular de musculatura
estriada esquelética . A esse nivel, quando em grandes quantidades, pode levar
a uma agao caracteristicamente pds-sinaptica, onde mantém os receptores de
acetilcolina num estado conformacional inativo18,19,58,132,133,134,136 Mesmo
sendo esses efeitos reversiveis, a destruicao de juncdes neuromusculares ocorre,
como consequéncia da agéo especifica da PLA> sobre a camada lipidica da
porcdo pré-sinaptica, 0 que ja foi demostrado por estudos morfolégicos
estruturais e ultra-estruturais26,48,49
No campo farmacolégico, destacam-se os trabalhos de Vital-Brazil
(1966)133 e Vital-Brazil & Excell (1970)132 a respeito da acio neurotoxica
periférica da crotoxina. Esses autores demonstraram a capacidade da crotoxina
em bloguear a transmissdo do impulso nervoso em nivel de pré-sindapse e
atribuiram a paralisia respiratéria em cdes inoculados com a toxina, a um
fendbmeno puramente periférico, visto ndo haverem encontrado a toxina nos
centros respiratorios centrais. Estes achados sdo corroborados pelos de Lomba
(1969)80 que, usando crotoxina marcada com 1311, mostrou que esta ndo
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ultrapassa a barreira hematoencefadlica ou o faz em proporgGes infimas.
Rodrigues-Simioni e colaboradores (1990)110 usando ras, encontraram uma
acdo da crotoxina sobre juncdes neuromusculares, que se caracterizou por um
efeito trifasico tipico (depressao, facilitagdo e bloqueio final da liberagdo de
neurotransmissor), sendo que as ag¢des mais tardias ja haviam sido atribuidas,
por outros autores, a agao fosfolipasica da crotoxinab1,62,123 .

Estudos relativos as alteragbes morfoldgicas ocorridas no envenenamento
crotalico séo restritos, principalmente a espécies do género Crotalus da América
do Norte, que apresentam veneno com agdes basicamente "proteolitica e
coagulante”, a semelhancga das serpentes do género Bothrops do Brasil, sendo
Crotalus scutulatus scutulatus (Mojave Rattiesnake), uma das poucas excegdes.
A maioria destes estudos, quando experimentais, se restringe a abordagens
limitadas e sob a luz da microscopia Optica. Entretanto, alguns trabalhos
contribuiram para o esclarecimento das alteragbes ultra-estruturais do
envenenamento crotalico.

Os estudos de microscopia eletronica com veneno crotalico se iniciaram na
década de 70, com os trabalhos de Ownby e colaboradores (1974)93 e Ownby
(1982)92 sobre a agdo hemorragica do veneno de Crotalus atrox. Nesses
estudos, observou-se um efeito inicial de dilatacdo do espago perinuclear e do
reticulo endoplasmatico da células endoteliais. Mudangas subsequentes
incluiram a ruptura da membrana plasmatica das células endoteliais,
extravazamento de sangue e agregacao de plaquetas. Os autores concluiram que
a hemorragia era causada pela agédo litica direta do veneno sobre as céiulas
endoteliais, ou seja, hemorragia per rexis. Posteriormente, Ownby (1978)94,
utilizando toxina HTa purificada do mesmo veneno, observou, ultra-
estruturaimente, que esta toxina possuia uma agdo direta sobre as células
endoteliais, resultando na lise de suas membranas plasmaticas, bem como em
outras alteracdes.

Muitos autores tém relatado mionecrose apds inoculacdo experimental de
veneno de Crotalus. Dentre estes, estudando o efeito local induzido pelos
venenos de 28 serpentes crotalideas (9 do género Crotalus), Homma e Tu
(1971)66 observaram trés tipos de necrose, a saber, coagulativa, miolitica e
mista. O veneno de C.d.terrificus apresentou uma a¢ao mista, a que os autores
atribuiram a presenc¢a da crotoxina no veneno. Entretanto, ressaltaram que nao
existe uma necrose muscular que seja exclusivamente coagulativa ou miolitica,
em se tratando de toxinas ou enzimas de venenos de serpentes.

O primeiro estudo ultra-estrutural sobre mionecrose produzida por venenos
crotalicos foi feito por Stringer e colaboradores(1972)122, Foram investigados os
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efeitos do veneno de Crotalus viridis viridis em musculo esquelético de
camundongos trés horas apoés a inje¢do intramuscular de 1/4 DLsg do veneno.
Foram observadas alteragbes no sistema tubular sarcoplasmatico, bem como
ruptura das bandas Z e, consequentemente, perda total da organizacdo das
miofibrilas. Utilizando miotoxina purificada do mesmo veneno, Ownby e
colaboradores (1976)95 demonstaram, por andlise ultra-estrutural, uma série de
eventos degenerativos das células musculares, tais como vacuolizagao produzida
pela dilatagdo do reticulo sarcoplasmatico e espago perinuciear.

A analise ultra-estrutural da agéo da crotoxina sobre musculo esquelético
foi feita por Gopalakrishnakone & Hawgood (1984)48, através da injecdo
intramuscular, demonstrando degeneragio de fibras musculares, que se iniciou
seis horas apds a inoculagdo, com completa necrose em 25 horas. Essa necrose
foi interpretada como decorrente do aumento da concentragdo de caicio
intracelular, baseando-se na presenca de granulos de calcio nas mitocéndrias de
fibras degeneradas, o que corrobora os achados de Duncan (1978)40 e Shanne e
colaboradores (1979)115, que propuseram o aumento de calcio intracelular como
um fator necrosante celular. Os estudos acima citados apresentam algumas
restricbes devido a utilizagdo de analise do local da inje¢do, ou seja, a
musculatura estriada injetada diretamente, o que ocasiona uma grande
concentragéao tissular de toxinas.

Rossi e colaboradores (1989)112, utilizando material biopsiado de membro
contralateral de individuos picados por C.d.terrificus, propuseram um mecanismo
de miopatia, baseado numa agao sistémica do veneno, tanto pelo efeito direto do
mesmo sobre as células, quanto por isquemia da microvasculatura.

Experimentalmente, Nascimento (1991)89 observou que a 125i-crotoxina
apresentava retengdo de até 3 horas em musculatura estriada esqguelética,
apesar de sua concentragcdo ser menor nesse sitio quando comparada aos
demais 6rgéos analisados. Quanto a excregdo, a crotoxina detectada no rimi e
em orgéos do sistema fagocitico mononuclear (figado e bago), mostrando que
esses Orgaos participam do clareamento da toxina.

3- ARADIACAO IONIZANTE

A radiacgdo ionizante consiste de ondas eletromagnéticas formadas a partir
de transigbes nucleares, tendo aita energia, auséncia de massa, bem como a
capacidade de promover ionizacdo e excitacdo nos meios, onde possui um aito
poder de penetragéo53. Os danos produzidos pela radiagdo podem ser diretos ou
indiretos, sendo o primeiro uma consequéncia da interacao imediata da energia
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com o alvo molecular e 0 segundo, o resultado da interacdo secundaria de
espécies reativas produzidas pela radiagcdo em outras moléculas do meio,
principaimente quando da interacdo desta com a agua. Assim, em células ou
tecidos, a radiagé@o produz danos que variam desde peguenas excitages até a
morte celular. O tipo de dano dependerd, dentre outros fatores, da dose, da taxa
de dose e do tipo de célula ou tecido. Assim, foi mostrado que algumas linhagens
celulares apresentam maior radiossensibilidade que outras102, sendo que a
morte dessas células geralmente ocorria por apoptose103. Nos tecidos, ndo ha
duvidas de que o DNA € o alvo critico da radiagéo, podendo ser fragmentado por
esta, o que consiste num prodromo da morte apoptética ou necrétical01.124 As
células germinativas também consistem num alvo importante da agdo da
radiagcéo, visto que esta pode produzir aberragbes cromossomicas e mutagoes
letais dominantes em oocistos de mamiferos, havendo diferencas entre esses
quanto a sensibilidade, que pode variar com a espécie, fase meidtica e estagio
do desenvolvimento folicular’0.

Além do DNA, outras moléculas podem ser alvo da radiagdo, tais como
carboidratos, lipides e proteinas. As alteragées oriundas, principalmente, da
interagdo dos produtos da radidlise da agua com aminoacidos das cadeias
protéicas promovem desaminagdo, seja de aminoacidos aromaticos ou n&o
aromaticos24.45. Apesar desses efeitos ocorrerem ao acaso na molécula
protéica, alguns sitios podem ser mais favoraveis, principalmente devido a
transmissdo de energia intramolecular4!. Destruicdo de aminoacidos e
rompimento de cadeias peptidicas, alteracbes de ligagbes (H-H e S-S)
intramoleculares e reorganizagdo da molécula protéica por agregagdo, séo
algumas das alteragbes estruturais que podem ocorrer, levando a mudangas nas
propriedades biolégicas (enzimaticas, farmacologicas e imunoidgicas) das
proteinas1.37,45  Existem evidéncias de uma diferenca quanto a
radiossensibilidade dessas varias fungbes biolégicas, sendo que as propriedades
imunolégicas sdo as mais radioresistentes. Dessa forma, a radiagdo vem sendo
utilizada na tentativa de producdo de vacinas contra varias doenc}as1 39 Nesse
campo, podemos citar varios estudos que vém sendo feitos utilizando-se
esporozoitos de Plasmodium spp. irradiados, bem como mosquitos vetores
infectados submetidos a radiagao31.64,109 Este tipo de estudo tem mostrado
gue a imunizagao de animais e humanos com a forma esporozoitica irradiada tem
a capacidade de proteger esse individuos, quando estes sdo desafiados com
esporozoitos normais (ndo irradiados). Entretanto, esta imunizagdo ndo protege
os individuos quando estes sdo desafiados com as formas merozoiticas ou
eritrocitarias dos plasmodios90.
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Na tentativa de atenuar venenos ofidicos, varios métodos vém sendo
tentados, dentre eles, o calor32, a formalina52,84, o glutaraldeido®d, o iodo16, a
foto-oxidac&o na presenca de azul de metileno117, o raio X42, a radiagao
~ ultravioletal27 e outros. Entretando, alguns desses métodos mostravam pouca
agao sobre a toxicidade dos venenos ou comprometiam a antigenicidade e
imunogenicidade dos mesmos. Dentre os métodos satisfatérios, a radiagdo gama
se mostrou mais eficaz em destoxicar venenos totais®4.87 ou fragdes isoladas,
como a crotamina33 e a crotoxina89.120, A analise desta e de outras proteinas
submetidas a4 agdo da radiagdo gama, demonstra a sua eficiéncia como
ferramenta na produgdo de melhores imundgenos, pois esta ndo adiciona novas
moléculas a amostra protéica, como no caso do uso de agentes fisicos ou
quimicos91,95, bem como aumenta a antigenicidade de muitas proteinas91.

A utilizagdo desta técnica se justifica pelo fato de que a producéo de soro
hiperimune contra venenos animais depende da imunogenicidade de cada
veneno e, no caso do veneno de C.d.terrificus, além da baixa capacidade
imunogénica, este apresenta uma alta toxicidade devido aos seus componentes
neurotdxicos. Este fato impede que doses adequadas possam ser administradas
nos animais soroprodutores que, normaimente, ja sofrem com a imunizagdo
usual, a qual utiliza uma mistura de venenos sem nenhum tratamento prévio>S.

Assim, a capacidade atenuante da radiagdo sobre a atividade toxica, a
preservacdo da imunogenicidade e antigenicidade, bem como uma produgio
satisfatéria de anticorpos, indicam a radiagdo ionizante como ferramenta ideal na
produgao desses imundgenos.

Nascimento (1991)89 descreveu a biodistribuico de 125I-crotoxina nativa
e 125crotoxina irradiada em camundongos demonstrando ndo ter ocorrido
qualquer tipo de retencdo de crotoxina irradiada em o6rgdos de clareamento,
mostrando uma ligagéo precoce desta em tecido renal. Os 6rgdos do sistema
fagocitico mononuclear se mostraram importantes para ambas as formas, onde
foi observada marcagdo nas primeiras horas. Com relagdo aos érgaos ricos em
tecido nervoso (cérebro e musculo estriado esquelético), Nascimento observou
uma menor concentragao das toxinas, mas uma maior retencdo das mesmas a
esses niveis, chegando a 3 horas apés a inoculagdo. Assim, a autora propde que
o clareamento renal, por filtragdo simples, ocorra para ambas as formas da
toxina, salientando, entretanto, que a retencdo observada para a crotoxina nativa
poderia levar a um quadro de agressao renal. Por fim, a crotoxina teria uma maior
afinidade, tanto por 6rgaos do sistema fagocitico mononuclear, através dos quais
seria clareada conjugada a células, como por érgaos ricos em terminagoes
nervosas, onde se ligaria a receptores especificos. Estes dados mostraram,
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portanto, a ligagéo seletiva de crotoxina em trés tipos de Orgdos, mas néo
revelam a localizagdo celular nem uma possivel interagdo com grupos celulares
especificos de cada érgéo.
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II- OBJETIVOS
GERAIS
Analisar, por meio de técnicas morfoldgicas e imunohistoquimicas, a
distribuicdo, a localizacdo e os efeitos da crotoxina submetida a radiacdo
ionizante, comparando estes achados com os encontrados com a forma nativa da
crotoxina, em 6rgaos e células de camundongos CBA/J.

ESPECIFICOS

Avaliar, de forma comparativa, utilizando técnicas imunohistoquimicas, a
localizagdo da crotoxina, nas formas nativa e irradiada, sobre juncdo
neuromuscular de musculatura estriada esquelética de camundongos CBA/J,
inoculados com dose supra-letal.

Investigar as possiveis alteracbes morfoldgicas estruturais e ultra-
estruturais de musculos esqueléticos de animais inoculados com as formas da
toxina.

Analisar os érgaos de clareamento da crotoxina, visando a sua localizacao
e quantificagdo, com pesquisa de eventuais alteragées marfoldgicas.

Avaliar e quantificar a captagdo e internalizagdo de crotoxina, por
macréfagos peritoneais de camundongos CBA/J, em cultivo isolado.
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lil- MATERIAL E METODOS
1-Materiais
1.1- Reagentes Gerais

Todos os sais e demais reagentes usados foram de qualidade pro-analise,
sendo a agua utilizada purificada em sistema Milli Q, apresentando resistividade
maior que 18 mega. Reagentes especificos tém sua fonte citada ao longo do
texto.

1.2-Veneno

Veneno total de Crofalus durissus terrificus foi obtido junto ao instituto
Butantan, sendo mantido na forma dessecada e estocado a -20°C até o momento
do uso.

1.3- Crotoxina

A crotoxina foi purificada a partir do veneno total de C.d.terrificus, segundo
Nakazone e cols.(1984)88 e Rogero(1978)111, onde se utilizou cromatografia de
exclus&o molecular num sistema nido desnaturante com posterior precipitagéo no
ponto isoelétrico (pl crotoxina: 4,7)89. Esta purificagao foi feita na Supervisdo de
Radiobiologia do IPEN, pelo Grupo de Venenos.

1.4 - Fixador para 6rgaos e células, ao nivel de microscopia optica

Quatro gramas de paraformaldeido P.A. foram dissolvidos em 50 mi de
tampé&o fosfato de sodio 0,02M pH 7.2. Submeteu-se a mistura ao aquecimento a
80°C e NaOH 1N foi sendo acrescentado, gota-a-gota, para facilitar a dissolugéo
do paraformaldeido. Resfriou-se em agua corrente e o volume foi completado
para 100 mi com o mesmo diluente. Conferiu-se o pH (7.2) e conservou-se a 40C
pelo tempo maximo de 2 dias.

1.5 - Fixador para érgaos ao nivel de microscopia eletrénica

Foram utilizados dois sistemas de fixagdo dependendo do destino dos
preparados. Em preparados para inclusdo em Araldite, foi utilizado aldeido
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glutarico, com pureza especifica para microscopia eletronica (E.M. Grade) a 2%
em PBS (salina tamponada com fosfato - NaCl 0,15M/tampéao fosfato de sédio
0,00M pH 7.2). O produto foi preparado na hora do uso e conservado a 4°C. Em
preparados para inclusdo em resina LR-White Hard Grade®, para
imunohistoquimica ao nivel ultra-estrutural, utilizou-se uma solugdo fixadora
contendo paraformaldeido 4%, aldeido glutarico 1% em tampao fosfato de sédio
0,02M pH 7.2, preparada sempre no momento da fixagao.

1.6 - Animais Experimentais

Camundongos isogénicos CBA/J, machos, pesando entre 25 e 35g,
procedentes do Biotério do Laboratdrio de Protozoologia do Instituto de Medicina
Tropical de Sdo Paulo (FMUSP) foram mantidos em gaiolas de plastico com
maravalha de pinho autoclavada e receberam rag&o comercial e agua ad libitum.

2- Métodos

2.1- Irradiagdo de veneno total de C.d.terrificus e de crotoxina
purificada

As amostras foram irradiadas segundo Nascimento(1991)89. Brevemente,
as fragbes para irradiacdo dissolvidas numa concentracéo de 2mg/mi em NaCl
0.15M e centrifugadas a 6.000 rpm por 10 minutos a 49C, foram submetidas a
acao da radiagdo gama de forma homogénea, em presenca de oxigénio a
temperatura ambiente numa taxa de dose de 540Gy/h e dose total de 2000Gy,
utilizando-se, para tal, uma fonte de $0CO (GAMMACELL 220 - Atomic Energy of
Canada Ltd). Apos a irradiag@o, as amostras foram aliquotadas e mantidas a -
200C até o momento do uso. O processo foi desenvolvido na Supervisdo de
Radiobiologia do IPEN, pelo Grupo de Venenos.

2.2 - Determinagao de toxicidade da Crotoxina Nativa

Para efeito de dose comparativa, optou-se pela determinagdo da DLgq da
crotoxina nativa com subsequente utilizagdo da quantidade relativa em
microgramas por cada 20g de peso dos animais. Todas as demais amostras de
veneno ou toxina, nativas ou irradiadas foram inoculadas numa concentragao
relativa a 5DLgq da crotoxina nativa.
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A dose letal 50%(DLgg) foi determinada em camundongos albinos de

aproximadamente 18 a 22g, em base logaritmica e utilizando o teste de

Spearman-Kérber na determinagédo da dose letal e seu intervalo de confianga,
conforme preconizado pela Organizagio Mundial da Saude. 140

2.3- Conjugados e Reagentes esbeciﬁcos utilizados
2.3.1- Produgao de anti-crotoxina conjugado a peroxidase

Para utilizagdo em ensaio de detecgdo de crotoxina nativa pelo método de
imunoperoxidase direta2®, foi sintetizado um conjugado anti veneno total de
C.d.terrificus/C.d collilineatus diretamente ligado a peroxidaseS9.

Brevemente, soro anticrotalico (SAC) (Instituto Butantan), produzido com os
venenos das serpentes acima descritas, e previamente dializado contra tampao
borato 0.1M pH 7.4, foi submetido a cromatografia de afinidade em coluna de
Proteina A-Sepharose CL 4B, objetivando a obtengdo de IgG totais. O SAC foi
diluido em igual volume de PBS e aplicado a coluna, procedendo-se a filtragem
deste num fiuxo de aproximadamente 30 mi/h. Apds isso, lavou-se a coluna com
PBS, até ndo mais serem detectados residuos de proteina, através do método de
Bradford20. O material ligado a coluna foi eluido pela adi¢do de tampao Glicina
pH 2.8 e imediatamente neutralizado com Tris 1,5M pH 8,8. Estas fragbes foram
exaustivamente dializadas contra PBS. Posteriormente, as IgG purificadas foram
conjugadas a peroxidase segundo Harlow e Lane (1988)59, como descrito a
seguir.

Quatro miligramas de peroxidase tipo VI ("horseradish peroxidase" -SIGMA)
dissolvidos em 1 ml de agua bidestilada foram adicionados de uma solucéo de
periodato de sddio 0.1M preparado na hora e mantidos sob agitagéo leve por 20
minutos a temperatura ambiente. Apds isso, a mistura sofreu dialise contra
tampéo acetato de sédio 0.001M pH 4.4 por 18 horas a 40C. Adicionou-se 20 ul
de tampao carbonato de sodio 0.1M pH 9.5, com adigdo imediata de 1 ml da
fragdo de IgG purificada, sofrendo agitagdo ocasional por 15 minutos. A adicdo
de 100ul de solugdo de boro-hidreto de sédio (4mg/mi em agua destilada)
precedeu a incubagdo da mistura por 2 horas a 49C. Ao final, o produto foi
exaustivamente dializado contra tampao borato de so6dio 0.1M pH 7.4, adicionado
de glicerol a 60% em tampao borato pH 7.4 em igual volume e estocado a 49C.
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2.3.2 - Biotinilagéo de IgG de coelho anti-crotoxina nativa (CJ1)

Visando sua utilizagdo como anticorpo primario em imunohistoquimica ao
nivel de microscopia 6ptica, procedemos a biotinilagdo de antisoro induzido em
coelhos por crotoxina nativa.

Soro de coelho anti-crotoxina nativa, gentiimente cedido por R.A. de Paula /
IPEN/CNEN/SP, foi processado para obtengdo de IgG purificadas em coluna de
proteina A Sepharose CL 4B, como descrito anteriormente. As IgG assim obtidas
foram submetidas a biotinilagdo segundo técnica de Harlow e Lane (1988)59.
Brevemente, uma solugdo de IgG numa concentragdo de 2mg/ml em tampao
borato pH 8.8 0,1M foi adicionada de uma solucdo de éster de biotina numa
propor¢éo de 50ug desta para cada mg de IgG. Apos agitacdo por 4 horas a
temperatura ambiente, adicionou-se 250ul de NH4Cl 1M para cada 250ug de
éster de biotina utilizado, mantendo-se em incubagéo por 10 minutos. Procedeu-
se, entdo, a uma didlise exaustiva contra tampao borato pH 7.4. Ao final, o
dializado foi aliquotado e estocado a -20°C.

2.3.3 - 1gG de Cabra anti-IgG de coelho conjugada com ouro coloidal com
10nm de diametro(Sigma)(CJ-2)

Utilizado como anticorpo secundario nas reagdes imuno-histoquimicas em
nivel ultra-estrutural.

2.3.4 - Complexo Avidina-Biotina-Peroxidase (ABC) (Sigma)88

Utilizado com o objetivo de ampliar a sensibilidade de detecgéo do anticorpo
biotinilado, baseado no fato de que a avidina possui 4 sitios de ligagdo para
conjugados com biotinab’-

2.3.5 - Cromégeno utilizado para revelagdo de peroxidase em reagdes
imunohistoguimicas em microscopia optica (DAB-H>02)

Trinta miligramas de DAB (3,3' diaminobenzidina) foram dissolvidos em 50
mi de PBS pH 7.2, filtrados em papel de filtro e o volume foi completado para 100
mi com o mesmo diluente, apds acréscimo de 200yl de perdxido de hidrogénio a
3%. Esta soiucéo foi sempre preparada na hora do uso.
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2.4-Caracterizagdao das Amostras de Veneno e Toxina, e Anticorpos
2.4.1- Determinacgéo de concentragao Protéica

Amostras de veneno total nativo ou irradiado e crotoxina nas mesmas
formas foram submetidas ao método de Bradford20, que detecta a concentragdo
protéica através da interacdo das proteinas com um corante (Coomassie Brilliant
Blue G-250 - CBB G-250) em meio &acido, sendo a intensidade da cor
desenvolvida diretamente proporcional a concentragdo de proteina na amostra,
utilizando-se padrées de gamaglobulina humana.

Brevemente, em cubetas de plastico, 3 ml de Reagente de Bradford (CBB
G-250-100mg/Etanol absoluto-50ml/Ac.fosforico 85%-100mi/Agua dest. q.s.p.
1000mtl) foram adicionados de 100ul da amostra dissolvida em PBS pH 7.2. Apés
5 minutos em temperatura ambiente, procedeu-se a leitura em espectrofotdbmetro
a 595 nm. A reacéo foi linear entre 10 e 100 ug de proteina utilizada.

2.4.2- Titulagdo do anticorpo primario (CJ1) (Microscopia 6ptica)

O anticorpo de coelho foi submetido ao ensaio de ELISA128 para a
determinacéo de seu titulo e padronizagdo da concentragédo 6tima a ser utilizada
nos ensaios posteriores.

Brevemente, a crotoxina nativa ou irradiada previamente diluidas em
tampédo carbonato-bicarbonato pH 9.6 (1ug ctx/200ul/pogo) foi utilizada para
sensibilizar placas de 96 pogos (Hemobag). Apos incubagéo por 2 horas a 49C e
posterior lavagem com PBS Tween 20 0.05% pH 7,2 (PBST), os pogos foram
bloqueados por 2 horas em camara umida a 49C, pela adicdo de uma solugéo de
leite desnatado (Molico) a 5% em PBST. Apés isso, procedeu-se a lavagem da
placa com PBST acrescido de leite a 2%. O anticorpo foi diluido previamente em
PBS contendo leite a 2% (1/10, 1/100, 1/1000, 1/5000) e adicionado nos
respectivos pogos num volume de 200ul/pogo, onde permaneceu por 2 horas a
370C em camara umida. Lavagens sucessivas com PBST precederam a adi¢ao
da substancia cromogénica (OPD-0.008g/tampao- fosfato-citrato pH 5.0-
24miiH9092 30%-12pul) num volume de 200ul/poco que completou a reacédo
apos 30 minutos de incubagdo a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A
reagdo foi paralizada pela adi¢do de 20ul/poco de H>SO4 4N e procedeu-se a
leitura em espectrofotometro de microplacas (MultiScan) com filtro de 492 nm.
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2.4.3- Titulacéo do Anticorpo secundario (CJ2) para imuno-eletrénica.

Utilizou-se padronizacdo prévia em ensaios envolvendo tecidos de
camundongos oriundos dos mesmos experimentos dos quais o titulo ideal para
ensaio foi obtido.

2.4 .4- Grau de pureza e reatividade de Amostras e Conjugados

2.4.4 1- Eletroforese em gel de poliacritamida na presenga de SDS (EGPA-
SDS)

Para determinar o grau de pureza das toxinas utilizadas, eventuais
alteragcdes ocorridas nas amostras apos irradiacdo ou possiveis impurezas,
utilizamos a eletroforese em gel de poliacrilamida na presen¢a de SDS, segundo
Laemli (1970)77.

Foi feita EGPA-SDS num sistema descontinuo e desnaturante, usando gel
de empilhamento composto por Acrilamida-Metileno Bisacrilamida (30/0,8) 5% em
tampéo Tris-HC| 0.125M pH 6.8, SDS 0,1% e gel de resolugdo contendo
Acrilamida/Bisacrilamida 15,0%, tampao Tris/HCI 0,375M pH 8,8, SDS 0,1%. O
gel foi polimerizado quimicamente pela adigdo de TEMED e persulfato de aménio.

As amostras, nativa e irradiada, bem como padrdo de peso molecular
(tabela 1) e controles, na concentragdo de 2mg/ml em PBS pH 7.2, foram
desnaturadas e reduzidas, apos dissolu¢cdo destas em tampao de amostra (Tris-
HCI 0.0625M; SDS 2%; Glicerol 10%; (-Mercaptoetanol 5%; Uréia 1M; Azul de
bromofenol 0.001% 50%-v/v), e aguecimento em banho-maria a 100°9C por 3
minutos.

Foram aplicadas 10ug de cada amostra por poco e a corrida eletroforética
ocorreu na presenca de Tris 0.025M-Glicina 0.192M pH 8.3, a 90-110 V (20-30
mA) por cerca de 2 horas.

Apbs a corrida, os géis foram corados com CBB G-250/metanoi 50%/4cido
acético 7% por 4 horas a temperatura ambiente, e descorados com uma solugéo
de metanol 45%/acido acético 10%.

A estocagem dos gé€is se processou ap6s a colocagdo dos mesmos em
solugdo de metanol 40%/glicerol 1% por 6 horas e secagem em estufa a 420C
por 12 horas, entre folhas de papel celofane comercial.
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Tabela |- Padrao de proteinas como referéncia para EGPA-SDS

Proteinas Peso Molecular (Daitons)
Albumina Bovina 66.000
Ovalbumina 45.000
3-fosfato desidrogenase 36.000
Tripsinogénio 24.000
Inibidor de tripsina de soja 20.100
Anidrase carboénica 20.000
a-lactalbumina 14.200

2.4.4.2- Western Blotting129

Neste ensaio teve-se como objetivo determinar a antigenicidade de
amostras de veneno total e de crotoxina frente ao conjugado utilizado (CJ1), bem
como verificar a reatividade e especificidade do mesmo frente as referidas
amostras.

Brevemente, as amostras, todas numa concentragdo de 10ug, foram
submetidas a EGPA-SDS em gel 15.0% segundo metodologia anteriormente
descrita. Apds isso, o gel foi colocado em tampao de transferéncia (Tris 50 mM-
Glicina 380 mM-SDS 0.1%-Metanol 20%) a 49C por 10 minutos. Procedeu-se a
montagem do gel com membrana de nitrocelulose, ladeados por folhas de papel
de filtro. Esse conjunto foi colocado em cuba de acrilico vertical, preenchida com
tampéao de transferéncia e a eletroforese foi conduzida a uma voltagem constante
de 40 V (150-180 mA) a 4°C por 18 horas. Apos isso, o gel foi corado como
descrito para EGPA-SDS para verificar a eficiéncia da transferéncia. A membrana
de nitrocelulose foi, entdo, bloqueada com tampéao bloqueador (Tris-HC! 50 mM-
NaCl 10 mM-BSA 2% pH 7.4) por 18 horas sob agitagédo a 4°0C.

Lavagens repetidas da membrana com PBST precederam a incubagio da
mesma com CJ1 1/1000 (como determinado por ELISA), que terminou apos 60
minutos a temperatura ambiente sob agitacdo. Nova lavagem foi feita e a
revelacdo se deu pela adicdo de uma solugcdo de DAB-Co-H20, (DAB-
30mg/CoCly 0.3%-1 mI-PBS pH 7.2-q.s.p. 100 ml). A reagéo foi interrompida por
lavagens repetidas da membrana com agua destilada.
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2.5- Modelos Experimentais
2.5.1- Modelo de envenenamento agudo in vivo
2.5.1.1- Analise estrutural

Foram utilizados camundongos CBA/J, machos, pesando entre 25 e 30g. Os
animais foram divididos em 4 grupos de 12 animais cada e estes, por sua vez,
divididos em 4 sub-grupos (n=3), a saber, 0, 15, 30 e 60 minutos. Os grupos
foram inoculados com 5&DLsg de crotoxina nativa(CTN) e quantidades
equivalentes em peso das demais toxinas, a saber. crotoxina irradiada com 2000
Gy (CTI), veneno total nédo irradiado(VTN), veneno total irradiado com 2000 Gy
(VT1), sempre pelo plexo retro-orbital num volume de 0.1 ml em salina fosfatada
estéril (PBSE) por animal. Os animais controle receberam PBSE pela mesma via.
Apos decorridos os respectivos tempos 0s animais, levemente anestesiados com
éter, foram sacrificados por deslocamento cervical e dissecados, sendo coletados
o coracao, pulmao, cérebro, figado, bago, rim e musculo tibial anterior e musculo

diafragma. Os 6rgdos foram imediatamente imersos no fixador especifico, & frio
(4°C).

2.5.1.2- Analise ultra-estrutural (Microscopia eletronica)

De grupos de animais injetados de forma semelhante ao acima descrito
foram coletados fragmentos de musculo tibial anterior e musculo diafragma que
foram imediatamente imersos em fixador para microscopia eletronica por 2 horas,
seguida de contrastacdo com tetroxido de ésmio a 1%, por igual periodo. Os
espécimes sofreram desidratagdo gradual através de passagem em bateria
alcodlica crescente (etanol 50%, 70%, 80%, 95% e absoluto) e posterior
impregnacao com resina epoxi Araldite. Esta se completou apos 4 dias de
curagem a 659C. Apds escultura para isolamento do material, cortes semi-finos
exploratdrios precederam cortes ultra-finos, que foram montados em telas de
cobre de malha 200.
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2.5.1.3- Histologia e Imunohistoquimica
A- Microscopia Optica

Utilizamos para estes ensaios, uma adaptacéo da técnica de Hsu et 4,
(1981)97

Brevemente, drgdos obtidos dos animais experimentais, apds fixacdo
cuidadosa, com pelo menos 2 trocas de fixador € 6 horas de incubagéo a 4°C,
foram submetidos a processamento histoldgico usual para inclusdo em parafina,
sendo feitos cortes de 7um montados em |&minas de microscopia, previamente
revestidas com cola {avavel. Parte dos cortes sofreram coloragado histolagica
usual (Hematoxilina-Eosina -H.E.) para controle de qualidade.

Cortes representativos foram submetidos a desparafinizacdo pelo
tratamento com Xilol (Xilol - 45minutos a 56°C; Xilol I, - 3 minutos, &
temperatura ambiente) com posterior hidratagio em série alcodlica decrescente
até agua bidestilada, e equilibrio do pH em PBS pH 7.2 por 5 minutos. A seguir,
procedeu-se o bloqueio da peroxidase enddgena pela incubacdo do material
numa mistura de metanol/peréxido de hidrogénio 3% (1:1) por 45 minutos. Apos
lavagem com PBS, a incubagdo das lAminas foi feita com CJ1 1:1000 por 60
minutos, a temperatura ambiente em camara Gmida. Apds duas novas lavagens
de 10 minutos cada com PBS, as preparagdes foram incubadas com ABC 1:1000,
a temperatura ambiente em cémara umida, por 60 minutos. Nova lavagem foi
efetuada e a revelagéo foi feita pela adi¢do de uma solugcdo de DAB-H>04 por 5
minutos. Assim, apds enxaguar as preparagdes em tampao, estas foram
contracoradas com Hematoxilina de Harris por 1 minuto, com posterior
desidratag&o em série alcodlica crescente e diafanizagdo em xilol. Ao término, as
laminas foram montadas utilizando-se resina artificial (HARLECQ-Hartman
Leddon, Co-PA). A analise das preparagdes foi feita em microscopio ZEISS-
Axiophot com lentes plano-apocromaticas e os campos Significativos foram
fotografados.

B- Imuno-eletrénica

Os espécimes coletados foram sumetidos a desidratagao gradual através da
passagem em bateria alcodlica crescente (etanol 50%, 70%, 80%, 95% e
absoluto) e posterior impregnagédo com resina acrilica LR-White Hard Grade®
.etanol absoluto (1:1). A seguir, os espécimes foram incluidos na resina em
capsulas de gelatina em ambiente saturado de nitrogénio liquido com o intuito de
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acelerar a polimerizacdo. As capsuias contendo o material foram estocadas em
ambiente seco, apd6s o dessecagdo a vacuo em presenca de substancia
higroscopica.

Para imuno-eletrénica, baseamo-nos em adaptacdo do método de Polak &
Van Noorden (1984)%7. Telas de niquel contendo material, previamente
incubadas com TBS/BSA 1%/NaN3 0.05% pH 7.2 por 5 minutos, foram
blogueadas com soro normal de cabra 1/30 por 30 minutos a temperatura
ambiente. Procedeu-se, entdo, a incubacdo com CJ1 1/400 por 16 horas a 4°C.
Apos lavagem com TBS/BSA 0.2%/NaN3 0.05%/Tween 20 0.1% pH 7.2, 4x5
minutos, incubou-se o material numa solugdo de TBS/BSA 1%/NaN3 0.05% pH
8.2 por 30 minutos. Adicionou-se, entdo, o anticorpo secundario (CJ2), 1/20 em
tamp&o TBS/BSA 1%/NaN3 0.05% pH 82 por 60 minutos a temperatura
ambiente. Apés lavagem com TBS/BSA 0.2%/NaN3 0.05%/Tween 20 0.1% pH
7.2, 4x5 minutos, o material foi fixado em 2.5% de glutaraldeido em tampao
cacodilato 0.1M pH 7.4 por 10 minutos, sofrendo posterior lavagem com agua
destilada e contrastacio em acetato de uranila, no escuro, 15 minutos, e citrato
de chumbo, 10 minutos. Em seguida, procedeu-se a observagdo em microscopio
eletrénico ZEISS EM 109 e os campos significativos foram micrografados.

2.5.2- Modelo in vitro
2.5.2.1- Obtencgdo de macréfagos peritoneais

Camundongos CBA/J ndo estimulados, machos, pesando entre 25 e 35g
foram utilizados neste estudo com o objetivo de se obter macréfagos residentes
no peritdnio. Os animais foram sacrificados por exposicdo prolongada ao éter e
injetados, intraperitonealmente, com 3 ml de PBS pH 7.2, contendo gentamicina
(4519/100ml), evitando-se puncionar as algas intestinais. A seguir, procedeu-se
ao massageamento do abdomen gentilménte, por alguns segundos, aspirando-se
o liquido peritoneal, que foi imediatamente transferido para um tubo plastico em
banho de gelo. As amostras individuais foram misturadas e submetidas a
centrifugacdo a 800-1000 giros/minuto em tubos de 10ml por 15 minutos a 40C.
Apos desprezar o sobrenadante, ressuspendeu-se 0 precipitado em iguai volume
com PBS-gentamicina, procedendo-se a contagem diferencial em camara de
Neubauer e posterior diluicdo numa concentragdo final de 2 x 108 célulasimi. A
seguir, procedeu-se a fase de aderéncia dos macréfagos a laminulas de vidro
circulares (GlassTécnica Ltda-Brasil), estando estes numa concentragdo de 2 x
105/ laminula em meio RPMI 1640 completo (RPMI 1640 com 10% de soro fetal
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bovino inativado (SFB)). As laminulas, entdo, permaneceram, em estufa a 37°C
por 20-30 minutos, apés o qual foram lavadas com meio RPMI 1640 incompleto, e
um novo meio completo foi adicionado. As células foram mantidas em estufa de
CO2 saturado a 5.0% a 37°C (Forma Scientific) por 24 horas, apés o qual foram
selecionadas as laminulas para o ensaio, levando-se em consideracédo a
concentracéo e a viabilidade dos macréfagos aderidos.

2.5.2.2- Ensaio imunohistoquimico

Laminulas em duplicata, previamente selecionadas, foram distribuidas em
placa de poli-estireno de 24 pogos para cultura de células (Corning Lab.Sci.Co.-
UK) (1 laminula/pogo).

A crotoxina e o veneno total foram diluidos em meio RPMI 1640 incompleto,
numa concentracdo de 10ug/100ul/laminula e incubados com macréfagos nos
tempos de 15, 30 e 60 minutos. Foram feitos controles positivo (C1) e dois
negativos, sendo um (C2), visando evidenciar o bloqueio da peroxidase
endogena e outro (C3) a biotina endégena. Esses controles foram ensaiados até
o tempo maximo de experimento (60 minutos).

Apos o término de cada tempo, as laminulas foram enxaguadas em PBS pH
7.2 e imediatamente fixadas em paraformaldeido a 4% tamponado em tampao
fosfato de Sorensen pH 7.2 por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds isso,
foram novamente enxaguadas no mesmo tampdo anterior e procedeu-se a
deslipidificagdo das células pela adigdo de solugdo de metanol/acetona (1:1) por
30 segundos, objetivando otimizar a internalizagdo dos anticorpos. Novamente
enxaguadas em PBS, as prepara¢des foram imersas em H2O2 a 1% por 3
minutos, para o bloqueio da peroxidase endbégena. Duas incubagbes de S
minutos cada em PBS precederam a adigdo de CJ1 1:1000, sob agitacdo a
temperatura ambiente, que se compietou apos 60 minutos. Apds lavagem em
PBS 3x 10 minutos, adicionou-se o complexo ABC 1:1000, onde o material
permaneceu por 60 minutos. Nova lavagem em PBS foi feita e uma solugéo de
DAB-H202 revelou a reagdo em 5 minutos. As preparagdes foram contracoradas
com Hematoxilina de Harris por 3 minutos e diferenciadas em agua amoniacal
(agua bidest.-100mi; amdnia comercial- 50ul) por 20 segundos, desidratadas em
metanol/acetona (1:1) por 1 minuto e montadas sobre laminas de microscopia
com resina sintética (Harleco-Hartman Leddon Co -PA).
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IV- RESULTADOS
1- Caracterizagdao das amostras de venenos, toxinas e anticorpos
1.1- Concentracéo Protéica

A dosagem de proteinas pelo método de Bradford das amostras nativas e
irradiadas mostrou nao ter havido redugcdo na concentracdo proteica das
amostras irradiadas, comparativamente com as formas nativas.

Optou-se por este método, uma vez que o método classicamente utilizado
de dosagem protéica (Método de Lowry) parece superestimar o conteudo protéico

das amostras de venenos de serpentes, com foi observado por Nascimento
(1991)89.

1.2- Titulagdo do Anticorpo primario (CJ1)

Através do método de ELISA, obteve-se um titulo étimo de 1/1000 para os
testes imunohistoquimicos seguintes.

A sensibilizagdo das placas foi feita, utilizando-se crotoxina nativa ou
irradiada, e observou-se um maior reconhecimento da toxina irradiada por parte

do conjugado, quando comparado com a forma nativa na mesma concentragéo
(0.32ug/1004ul).

1.3- Titulagdo do Anticorpo secundario (CJ2)

Foi adotada a concentragdo de 1/20 como a ideal, devido a observagdes em
ensaios anteriores utilizando este conjugado em tecido murino nas mesmas
condi¢cdes de fixagdo e tratamento. Através de ensaios preliminares com tecidos
de nossos experimentos, observamos o mesmo padrédo de resposta, 0 que
justificou a utilizagdo desta concentragao nos ensaios.

1.4- Grau de pureza e reatividade de amostras e conjugados (CJ)

1.4.1- EGPA-SDS
A fig. 1a mostra o gel de resolugéo corado com Coomassie Brilliant Blue G-
250 contendo as amostras nativas e irradiadas.
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Fig 01- Avaliacdo da pureza e reatividade de amostras nativas e
irradiadas de veneno total de C.d.terrificus e crotoxina ;

a- Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA-SDS) 15% em
sistema desnaturante, corado pelo Coomassie Brilliant Blue G-
250. Observa-se a pureza das amostras de veneno total e de
crotoxina, nativas ou irradiadas. A banda comum a todas as
amostras, referente a crotoxina, se apresenta evidente com o
mesmo padrao de migracéo eletroforética.

P- Padrao de proteinas para comparagao de peso molecular
(PM)

1- Crotoxina nativa purificada

2- Crotoxina irradiada a 2000Gy

3- Veneno total de C.d.terrificus nativo

4- Veneno total de C.d.terrficus irradiado a 2000Gy

Todas as amostras foram previamente tratadas com Uréia, (-
Mercaptoetanol e SDS.

b- Transferéncia (Western blotting) das proteinas do gel
apresentado em a em nitrocelulose (Conjugado: CJ1; revelador:
DAB-H202-CO). Pode-se observar a especificidade do
anticorpo primario (CJ1), uma vez que este reconhece, apenas,
as bandas relativas a crotoxina nas amostras nativas ou
irradiadas de veneno total e crotoxina purificada.
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Todas demonstram a presenca de bandas com o peso molecular
compativel com as fragbes protéicas descritas na literatura. As fragbes de
crotoxina purificada mostraram alto grau de pureza. Observa-se, nas amostras
irradiadas, a presenga de um borramento de bandas protéicas composto de
proteinas de peso molecular elevado e variado, oriundas da agao da radiagao
sobre as amostras e de ocorréncia comum, como observado por varios
autores14.54,89,120 Essas proteinas se apresentam na forma de agregados e a
andlise destes feita por Nascimento (1991)89 demonstrou o seu caréater atéxico e
imunogénico.

1.4.2- Western Blotting

A determinagdo da antigenicidade das amostras por Western Blotting
evidenciou um 6timo reconhecimento das amostras por parte do conjugado,
sendo a maior resposta frente as amostras irradiadas, comparativamente as
nativas (Fig.1b). Observa-se, também, a alta especificidade do anticorpo frente as
amostras ensaiadas, demonstravel pela reagdo praticamente isolada com a
fragao crotoxina. ‘

2- Modelos Experimentais

2.1- Modelo de envenenamento agudo in vivo
2.1.1- Analise Estrutural (Microscopia Optica)
2.1.1.1- Crotoxina Nativa ou Irradiada

A andlise dos resultados obtidos com o modelo utilizando crotoxina
nativa26, demonstrou juncdes neuromusculares integras apos 30 minutos de
ensaio (Fig2a), sendo que, em limites mais tardios (60 minutos) e no primeiro
tempo de ensaio (15 minutos), tais estruturas nao foram evidenciadas com esse
perfil. Entretanto, observamos estruturas grosseiras marcadas sugestivas de
juncées neuromusculares degradadas aos 60 minutos (Fig2b), o que nos levou a
crer numa agao dependente do tempo da crotoxina sobre a estrutura juncional.

A maioria dos demais 6rgaos testados ndo mostrou marcagao semelhante.
No rim, observamos apenas discreta coloragdo em borda em escova dos tubulos
renais, nos tempos de 30 e 60 minutos (Fig 2c e 2d).
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Fig. 02- Musculo estriado esquelético e rim de camundongos CBA/J
inoculados com 5DLgg de crotoxina nativa i.v., ensaiados com
imunoglobulina de cavalo antiveneno de C.dferrificus e
C.d.collilineatus (Instituto Butantan) purificada por afinidade e

conjugada com peroxidase (Imunoperoxidase direta) - Cortes com 7
pm de espessura.

a- M. tibial anterior de animais sacrificados 30 minutos apds a
inoculagdo da toxina. Observa-se a presengca de jungdes
neuromusculares integras marcadas (-); as fibras musculares nao
apresentam qualquer alteragdo morfologica. (63X).

b- M. tibial anterior 60 minutos apdés a inoculagdo. Observa-se
estrutura marcada, sem integridade preservada, sugerindo juncéo
neuromuscular degradada. Entretanto, as fibras musculares se
mantiveram normais, sem evidéncias de alteragSes produzidas pela
toxina. (63X).

c- Rim de animais inoculados 30 minutos apds a inoculagdo de
crotoxina nativa. Observam-se poucas marcagdes ao nivel de borda
em escova dos tubulos renais (—) , evidenciando o clareamento
precoce da toxina. O parénquima renal se mostrou preservado
(40X).

d- Rim, aos 60 minutos, mostrando discretas marcacdes ao nivel de
borda em escova (-»). Estrutura renal preservada (40X).
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Nos animais inoculados com a forma irradiada da crotoxina, ndo fomos
capazes de encontrar jungbes neuromusculares marcadas nas varias
preparagdes ensaiadas, quer de musculo tibial ou diafragma, mesmo no tempo
mais tardio do ensaio (60 minutos) (Fig3a). De uma forma geral, levando-se em
consideracdo a morfologia dos espécimes, nenhuma alteragdo foi observada.

A maioria dos orgéos se apresentou negativa a marcagdo, com estrutura
geral preservada. Entretanto, em nivel hepatico, discretas marcagdes foram
observadas na periferia dos sinusoéides de uma forma dispersa, mas focal, ja aos
15 minutos de ensaio, ndo sendo, entretanto, tdo evidente aos 60 minutos apoés o
inéeculo (Fig 3c). No rim, observou-se, também marcagao em tubulo renal aos 15
minutos apds o indculo. Entretanto, ao contrario do que foi visto no figado, esta
persistiu até aos 60 minutos (Fig 3b). Quanto a morfologia, ambos os 6rgéos se
mostraram preservados. Estes dados vem demonstrar o clareamento precoce da
crotoxina irradiada, sem evidéncias morfologicas de danos sobre os orgaos
analisados.

2.1.1.2- Veneno Total Nativo ou Irradiado

O mesmo padrdo de marcagdo observado para ambas as formas da
crotoxina, também foi observado em preparagées envolvendo animais inoculados
com veneno total nas duas formas. Observou-se, porém, uma marcacao ao nivel
renal de forma constante (Fig.4b), semelhante a encontrada para a forma
irradiada da crotoxina. Ao nivel de musculatura estriada esquelética nao se
observou qualquer alteracdo que pudesse ser atribuida a uma agéo do veneno
(Fig.4a). Na mesma preparagao, através da técnica por nés utilizada (ABC), néo
encontramos jungdes neuromusculares, seja integras ou degradadas.

2.1.2- Analise Ultraestrutural e de imuno-eletronica

Com relaca@o a analise do material obtido de camundongos inoculados com
crotoxina nativa (musculo tibial anterior) verificou-se que, apdés 30 minutos da
inoculacéo da toxina, as estruturas musculares estavam preservadas, mostrando
vasos integros, mitocéndrias sem dilatacdo e estrutura individual das miofibrilas
preservadas, o mesmo sendo valido para
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Fig. 03- Musculo estriado esquelético, rim e figado de camundongos
CBA/J inoculados com 5DL5( de crotoxina irradiada i.v., ensaiados

com CJ1 e revelados pelo sistema de imunoperoxidase indireta
(ABC) - Cortes com 7 um de espessura.

a- M. tibial anterior de animais sacrificados 60 minutos apos a
inoculagéo da toxina. Estrutura geral preservada (63X).

b- Rim apos 60 minutos da inoculagéo, apresentando marcagoes
evidentes em borda em escova dos tubulos renais (—), sem
evidéncias de alteracbes morfologicas (40X).

c- Figado aos 60 minutos ap6s inéculo. Orgao preservado, sem
marcagdes imunohistoquimicas para a crotoxina irradiada (40X).
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Fig. 04- Musculo estriado esquelético e rim de camundongo CBA/J
inoculado com 5DL5q de veneno total de C.d.terrificus irradiado i.v.,
ensaiados com CJ1 e revelados pelo sistema de imunoperoxidase
indireta (ABC) - Cortes com 7 um de espessura.

a- M. tibial anterior de animais sacrificados 30 minutos apds a

inoculacdo do veneno. Estrutura geral preservada, sendo
semelhante aos animais controle (63X).

b- Preparacéo de tecido renal de animais sacrificados 60 minutos
apos a inoculagdo do veneno. Observa-se marcacao constante,
ja iniciada nos primeiros 15 minutos (dados ndo mostrados) em
borda em escova dos tubulos renais (-). O tecido renal néo

apresentou alteracdes morfologicas devido a agdo do veneno
(63X).
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Fig. 05- Fotomicrografia de musculo estriado esquelético de
camundongo CBA/J (M. tibial anterior) 30 minutos apés a
inoculagéo de 5DLgg de crotoxina nativa.

a- Observa-se estruturas musculares preservadas, mostrando
vasos (V) com integridade mantida, mitocondrias (M) sem
dilatacdo e estrutura miofibrilar (MIO) preservadas (Aumento
original 2700X).

b- Reagdo imuno-eletronica do material apresentado em a,
utilizando-se anticorpo primario (CJ1) e revelagdo com
imunoglobulina conjugada com ouro coloidal (10nm) (Sigma).
Observa-se as particulas de ouro coloidal dispersas pelo
sistema T (—») e estrutura filamentar da fibra muscular
preservada (14800X).
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as estruturas endoteliais (Fig 5a). Ao ensaio imunohistoguimico, tais preparacdes
demonstraram a presenca de crotoxina no sistema T (Fig.5b), sugerindo ser este
um dos sistemas de conducdo utilizados na internalizacao da toxina. Entretanto,
devido a escassez de jungdes neuromusculares nas preparagbes, nao pudemos
evidenciar marcacgdes a esse nivel.

Nas preparagbes de musculo de animais inoculados com crotoxina
irradiada, nao observamos quaisquer alteragdes morfoldgicas em vasos e
miofibrilas, bem como em mitocdndrias, que se apresentaram preservadas.
Quando do ensaio imunohistoquimico, nac observamos  jungbes
neuromusculares, mas houve discreta positividade observada em sistema T da
fibra muscular esquelética (Fig. 6).

Nos ensaios visando a analise uitra-estrutural, nao utilizamos veneno total
nativo ou irradiado.

2.2- Modelo in vitro
2.2.1- Aspecto geral dos macrofagos apos ensaio

A morfologia e os caracteres tintoriais evidenciados pela contracoloragdo
pareceram preservados nos dois primeiros tempos (Fig 7a e 7b) para a crotoxina
nativa, sendo que, mais tardiamente (30 e 60 minutos), os macrofagos se
apresentaram com poucos filopodios visiveis e as membranas citoplasmaticas
estruturalmente irregulares, sugerindo relativa degeneracao da célula pela menor
adeséo ao suporte (Fig 7c e 7d). Para a crotoxina irradiada, observou-se uma
viabilidade mantida, levando-se em conta os parametros utilizados para a
crotoxina nativa, mostrando que, mesmo apods longa incubagéo em presenca da
toxina, as células ainda conservavam sua adesdo e morfologia normais,
comparavel as células controle no mesmo tempo de incubagao. (Fig 8a-c).

Quanto as celulas incubadas com veneno total nativo ou irradiado, os
caracteres tintoriais também pareceram preservados, embora com menor
viabilidade e maiores evidéncias de agressao celular. Ndo houve, entretanto,
diferengas marcantes quanto a viabilidade dos macréfagos incubados com essas
formas do veneno. Para ambas as formas, as células demonstraram viabilidade
aparentemente reduzida, mesmo quando da andlise no primeiro tempo de ensaio
(15 minutos) (Fig 9a-c e Fig 10a-c).
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Fig. 06- Fotomicrografia de musculo estriado esquelético de
camundongo CBA/J (M. tibial anterior), 60 minutos apds a
inoculagdo de 5DLgp de crotoxina irradiada. Reagdo imuno-
eletronica, utilizando-se anticorpo primario (CJ1) e revelagdo com
imunoglobulina conjugada com ouro coloidal (10nm). Observa-se as
particulas de ouro coloidal dispersas pelo sistema T (—) e estrutura
filamentar da fibra muscular preservada (15000X).
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'Fig. 07- Macrofagos peritoneais de camundongos CBA/J incubados
com crotoxina nativa (10 pg/500 ml) e ensaiados por
imunoperoxidase indireta, tendo CJ1 como conjugado e revelacio
pelo sistema ABC.

a- Controle - Células integras e viaveis sem vacuolos fagociticos
marcados . Esse controle é valido, também, para as figuras de
numero 8 a 10 (63X).

b- 15 minutos apds incubagdo. Alguns macrofagos apresentam
vacuolos fagociticos marcados (-»), dispersos, principaimente na
periferia celular (63X).

c- 30 minutos. Vacuolos fagociticos presentes (-») dispersos pela
periferia celular interna, mostrando um inicio de internalizacdo em
direcdo a regido perinuclear (=) (63X).

d- 60 minutos. Vacuolos marcados mantendo o padrao anterior, mas
em maior quantidade (-). Observar a presenga de células com
baixa viabilidade () (63X).
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Fig.08- Macrofagos peritoneais de camundongos CBA/J incubados
com crotoxina irradiada (10 ug/500 ml) e ensaiados por
imunoperoxidase indireta, tendo CJ1 como conjugado e revelagao
pelo sistema ABC.

a- 15 minutos apds a inoculagéo, observa-se uma intensa endocitose,
com vacuolos fagociticos marcados(—) mostrando, ja neste tempo,
uma interiorizacao em direcao a regido perinuclear (63X).

b- 30 minutos. Manutengao do padrao observado em a, demonstrando,
entretanto, um maior numero de células positivas a marcacéo; a
maioria das células se apresentava viavel a esse tempo (63X).

c- 60 minutos. Marcagao intensa dos vacuolos fagociticos (—) dos
macrofagos, evidenciando-se internalizagdo mantida na regido
perinuclear. A viabilidade das células esteve inalterada, como
observado pelo arcabougo celular intacto, bem como a presenca de
filopddios (F), evidentes em células em franca atividade endocitaria
(100X).
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2.2.2- Ensaio Imunohistoquimico
2.2.2.1-Crotoxina nativa ou Irradiada

De um modo geral, observou-se marcagdo dos vacuolos fagociticos dos
macroéfagos ja nos primeiros 15 minutos de ensaio, sendo esta reagdo menos
intensa para a crotoxina nativa (Fig 7b) em comparagao com a forma irradiada da
toxina no mesmo tempo (Fig 8a). Nesta ultima, os vacuolos fagociticos marcados
apresentaram-se distribuidos por todo o citosol, seja de forma dispersa ao nivel
da periferia celular interna, seja mais aglomerados nas regiées perinucleares.
Padréo distinto foi observado para a crotoxina nativa, onde se evidenciou a
maioria das escassas marcagdes concentradas na periferia celular interna.

Nos demais tempos, observou-se, para a crotoxina nativa, um aumento
significativo da marcagdo demonstrando, assim, uma possivel cinética de
endocitose da toxina pelos macréfagos. A esse nivel, observou-se um aumento
de concentragao dos vacuolos fagociticos nas regiées perinucleares (Fig 7b-d).
Quanto a forma irradiada da toxina a marcacao, ja fortemente evidente no inicio
do ensaio (15 minutos), acentuou-se gradativamente até o final (60 minutos) (Fig
8a-c), mantendo o mesmo padrdo anteriormente descrito.

2.2.2.2- VVeneno Total Nativo ou Irradiado

O veneno total nativo foi pobremente reconhecido pelos macréfagos, mesmo
no tempo maximo de incubagdo (60 minutos) (Fig 9c), visto que as poucas
marcagdes evidenciadas em vacuolos fagociticos nao eram compartilhadas por
todas as células aderidas. Além disso, ndo se observou um aumento gradativo da
endocitose, sugerindo, dessa forma, a auséncia de uma cinética nesse fendmeno
levando em consideragao os tempos analisados.
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Fig. 09- Macréfagos peritoneais de camundongos CBA/J incubados
com veneno total nativo de C.d.terrificus (10 ug/500 ml) e ensaiados
por imunoperoxidase indireta, tendo CJ1 como conjugado e
revelacdo pelo sistema ABC.

a- 15 minutos apds incubagdo. Escassez de vacuolos fagociticos
marcados, sendo considerado semelhante as células controle (Fig
7A) (63X).

b- 30 minutos. Algumas células mostrando marcagdes (-»), sendo a
maioria negativa. Observa-se queda na viabilidade celular (=)
(83X).

¢c- 60 minutos. Discreto aumento de atividade endocitaria, ndo sendo
esta, entretanto, compartilnada por todas as células. A viabilidade, a
esse nivel, foi extremamente reduzida (63X).
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Fig 10- Macréfagos peritoneais de camundongos CBA/J incubados
com veneno total de C.d.terrificus irradiado (10 pg/500 ml) e
ensaiados por imunoperoxidase indireta, tendo CJ1 como conjugado
e revelacao pelo sistema ABC.

a- 15 minutos ap6s a incubagdo. Discreta marcagdo de vacuolos
fagociticos (-») em células isoladas (63X).

b- 30 minutos. Aumento da atividade endocitaria, apenas evidente em
algumas células (-»). A viabilidade geral das ceélulas ainda se
mostrava mantida (63X).

c- 60 minutos. Padrao semelhante ao encontrado em b, com uma
discreta reducao na atividade celular. Observam-se algumas ceélulas
apresentando alteragcdées morfoldgicas (e) (63X).
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O veneno total irradiado foi prontamente reconhecido pelos macréfagos aos
15 minutos de ensaio (Fig 10a), apesar de que, nas preparagdes, nem todas as
células se mostravam positivas @ marcagao. Apesar disso, evidenciou-se um
aumento na marcagdo nos tempos subsequentes (Fig 10b-c), monstrando um
maior reconhecimento desta forma do veneno total pelos macréfagos em
comparagao com a forma nativa. Mesmo assim, essa resposta se mostrou inferior
quando comparada a obtida com a forma irradiada da crotoxina (Fig 8 a-c).
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V- DISCUSSAO

Para atender aos nossos objetivos, necessitavamos do desenvolvimento de
varias toxinas e reagentes que, como demonstramos em Resultados,
apresentassem alta especificidade e capacidade de reconhecimento. Assim,
pudemos demonstrar que a crotoxina purificada utilizada apresentava alto grau
de pureza e reatividade, com agregacao entre moléculas apéds a irradiagao,
conforme ja descritoBS. Os conjugados desenvolvidos apresentavam alta
sensibilidade e especificidade, e somente com o desenvolvimento destes
reagentes, poderiamos alcangar a sensibilidade necessaria para a detecgéo de
quantidades infimas de toxinas, devido a dispers@o normal que ocorre em
ensaios in vivo®!. Foram testados outros métodos de detecgdo
imunohistoquimica, como 0 método de imunoperoxidase indireta e o de complexo
peroxidase-antiperoxidase, que se revelaram trabalhosos e de eficiéncia no
maximo semelhantes as técnicas empregadas.

Estudos eletrofisiolégicos anteriores, que visavam a localizagcdo da agéo
destas toxinas, empregaram prepara¢des isoladas, o que leva a resultados
“modulados”, devido a omissdo de componentes normalmente encontrados in
vivo, que poderiam cooperar sinergicamente, minimizar ou mesmo abolir a agéo
das toxinas sobre as preparagdes. Como consequéncia, pode-se obter resultados
que sdo oriundos de uma superestimagao por parte de uma maior oferta de toxina
aos orgaos de teste, como se observa nos ensaios envolvendo preparagdes
eletrofisiolégicas  utilizando toxinas!10. A nossa opgdo por técnicas
imunohistoquimicas de alta eficiéncia visou a eliminagao deste aspecto.

Nos ensaios com crotoxina nativa, encontramos jun¢gdes neuromusculares
marcadas, mostrando uma localiza¢do e acdo tempo-dependente nesse sitio do
musculo estriado esquelético. Tais achados corroboram dados de outros
autores'8 a respeito de uma preferéncia da crotoxina por jungoes
neuromusculares e uma agao cinética da agao fosfolipasica, como observado
eletrofisiologicamente110. Este encontro também corrobora os achados de
Lomba (1969)80 e Nascimento (1991)89, que analisaram a biodistribuicdo de
crotoxina submetida a iodagdo, encontrando uma concentracdo da toxina em
musculo esquelético. Ja houve descricdo de alteragdes morfoldgicas induzidas
por crotoxina em jungdes neuromusculares, mas utilizando sistemas que
poderiam ocasionar uma maior concentragdo tecidual, como injeg&o
intramuscular e analise do local da injegao48. Este tipo de estudo apresenta as
mesmas restricdes dos estudos eletrofisioldgicos, ou seja, maiores niveis de
toxina do que o esperado nos ensaios in vivo.
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Na analise dos demais 6rgaos dos animais inoculados com crotoxina nativa,
nao encontramos marcagbes significativas, exceto em borda em escova dos
tubulos renais, também de forma tempo dependente. Entretanto, ndo observamos
alteragées morfolégicas a esse nivel que fossem sugestivas de uma agédo direta
da toxina. Estes dados corroboram os achados de Lomba (1969)80 e Nascimento
(1991)89, gue demonstraram que o rim € o principal 6érgdo de clareamento da
toxina. Embora existam descri¢coes de insuficiéncia renal aguda em pacientes de
acidentes crotalicos, estas lesGes renais foram atribuidas secundariamente a
liberagdo de mioglobina e nd3a a uma acdo direta da toxinal1.
Experimentalmente, entretanto, apesar da presenga de uma atividade miotéxica
evidente, que pode ser determinada por niveis elevados de creatina quinase’S,
nao se observam alteragbes renais, principalmente em consequéncia de
diferencas morfofisiologicas inerentes aos tecidos renais, murino e humano. Além
disso, os animais véem a obito precocemente, como consequéncia de uma agao
da crotoxina sobre a inervagao nervo frénico-diafragma, bem como sobre a
musculatura intercostai133.

Em nossos experimentos utilizando crotoxina irradiada e um sistema
imunohistoquimico de revelagdo, ndo encontramos marcagdes em jungdes
neuromusculares e também nenhum quadro neurotéxico foi observado nos
animais tratados com esta dosagem da toxina irradiada. Diante dos nossos
achados de EGPA-SDS, evidenciando a presenga significativa de agregados
anteriormente descritos89 na crotoxina irradiada, podemos supor que a radiagao
induziu alteragcées de quantidade e qualidade da toxina ativa na amostra testada,
levando a uma menor concentra¢do no sitio especifico, 0 que dificultou a sua
detecgé@o tecidual pelo limite de resolugdo dos métodos empregados. Embora
Gopalakrishnakone (1979) apud Hawgood (1982)60a  tenha detectado em
juncbes neuromusculares, altas concentragdes de crotoxina reconstitutida, em
imuno-eletronica, a radiagdo deve alterar a crotoxina de forma diferente da
utilizada por aqueles autores, talvez na forma de uma inibicdo irreversivel da
atividade fosfolipasica isolada, ndo sendo possivel a comparagéo entre estes
achados.

Os achados obtidos por microscopia eletrénica nao mostraram alterages
significativas da célula muscular esquelética, sugerindo que esta poderia estar
preservada nas fases iniciais do envenamento agudo utilizado em nosso modelo.
Os efeitos identificaveis de agressdo pela toxina, como degeneragcdo de
membranas e mitocondrias, sdo observados em periodos posteriores do
envenenamento49. O sitio especifico de agdo, a jungio neuromuscular, ndo pode
ser observada pela amostragem utilizada. Na analise imuno-eletronica de
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musculatura estriada esquelética ndo foram encontradas jungdes
neuromusculares nos varios materiais testados. Entretanto, pudemos observar
marcag¢oes em sistema T da célula muscular, sugerindo ser este um dos meios de
disperséo e internalizacdo da crotoxina. Assumindo-se que a crotoxina exerce
sua agao tdxica por reconhecimento e posterior lesdo da jungdo neuromuscular,
para alcancar tal sitio, seu caminho seria a passagem do plasma para 0 espago
intercelular, para entdo alcangar e concentrar-se em jungdes neuromusculares.
Nessas jungdes, pelo reconhecimento do receptor especifico em membranas pré-
sinépticas75 e posterior liberacdo da subunidade crotapotina, a fosfolipase
liberada poderia interagir com a membrana pés-sindptica e alcangar o sistema T
da fibra muscular, podendo, entdo, ser detectada a este nivel. Um outro caminho
possivel, apds o espaco intercelular, seria a permeagdo da célula muscular
diretamente pelo complexo crotoxina, sendo que o sistema T seria um elemento
de transporte celular, levando o complexo para jungéo neuromuscular a partir da
célula muscular. Gopalakrishnakone (1979) apud Hawgood (1982)602
demonstrou, por imuno-eletrénica, a presenga de crotoxina reconstituida em
jungbes neuromusculares de camundongos, por meio de um sistema de
imunoperoxidase indireta, com subsequente reveiacao por detecgao da atividade
peroxidasica. Entretanto, este autor utilizou em seus ensaios amostras de
crotoxina reconstituida apo6s alteragbes produzidas na sua subunidade
fosfolipasica por meio de modificagées no aminoacido histidina, processo esse
que induz alteragées na atividade enzimatica desta subunidade. Isso tem como
consequéncia uma diminuicdo da neurotoxicidade, baseado no fato de que as
atividades tardias da fosfolipase sobre a porgdo pré-sinaptica de jungoes
neuromusculares sdo dependentes da atividade catalitica desta enzima sobre os
fosfolipides presentes neste sitio, podendo gerar uma concentragao local
artefactual. Nosso experimento demonstrou a crotoxina em jungdes
neuromuscuiares utilizando um sistema semelhante, mas sem alteragdes
quimicas da molécula nativa.

O encontro, nos animais inoculados com crotoxina irradiada, de marcagao
em sistema T da célula muscular sugere dois processos. O primeiro seria o fato
de que esta toxina ndo mais apresenta a capacidade de reconhecer o seu
receptor sinaptico’®, sendo assim rapidamente drenada, interiorizada e
concentrada no sistema T. O segundo, seria dependente da concentrag&o menor
de crotoxina ativa na fragao irradiada, com maior sensibilidade do método imuno-
eletrénico, que permitiria a detecgdo qualitativa mais sensivel que o método
imunchistoquimico. Assim, 0 encontro desta forma da toxina por Nascimento
(1991)89 em musculatura estriada esquelética quando da andlise de sua
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biodistribuicdo talvez se deva, pelo menos em parte, a presenga da toxina restrita
a microvasculatura e sistemas de conducgdo da célula muscular, permanecendo
dispersa até que fosse processado 0 seu clareamento, ou mesmo a sua
eliminagao por parte de fagdcitos circulantes.

A radiagdo ionizante é tida como boa ferramenta no sentido de se
destoxicar venenos de serpentes94.89,100,114,120  Existem evidéncias de que
antigenos pouco imunogénicos, quando submetidos & acdo da radiagdo gama,
por quebras moleculares e novas ligagdes inter e intracadeias, expdem maior
nimero de epitopos139 que podem, dessa forma, ser alvo de células do sistema
imunologico levando a producédo de anticorpos mais capazes de neutralizar, tanto
a forma irradiada para o qual s&o especificos, quanto a forma nativa. Nascimento
(1991)89 observou uma maior eficiéncia de neutralizacio da crotoxina nativa ou
irradiada quando usou anticorpos produzidos contra a forma irradiada da toxina.
Alem disso, esses anticorpos foram capazes de reconhecer também a forma
nativa da toxina, bem como possibilitar uma protecdo quando os animais foram
imunizados contra crotoxina irradiada e desafiados com a forma nativa da toxina.

Algumas hipbteses acerca de como a radiacdo altera o comportamento
farmaco-enzimatico da crotoxina podem ser levantadas em concordancia com
nossos resultados. E geralmente aceito que a neurotoxicidade da crotoxina
depende da dissociagdo de suas subunidades, imediatamente apds o encontro
do receptor especifico em pré-sinapse’>, e que o processo de agressdo da
fosfolipase sobre a jungdo neuromuscular &€ uma consequéncia de suas
atividades farmacoldgica e catalitica. Essas subunidades sdo mantidas unidas
por ligagbes idnicas, passiveis de dissociacdo. Experimentos utilizando 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil) hidrocloreto de carbodiimida’8, que torna essa ligagdo
covalente, tém demonstrado a aboli¢do de mais de 95% da atividade fosfolipasica
da amostra tratada, justificando, assim, a necessidade de dissociacao para uma
acdo téxica plena da toxina. A radiagdo, por sua vez, poderia promover a fixagéo
das ligagdes entre as subunidades, por meio de novas ligagdes inter e
intramoleculares, dificultando, ou até impossibilitando, a sua dissociagdo. Outra
hipotese possivel seria a agdo da radiacdo de uma forma sitio-dirigida. Levando
em consideragao a hipétese de Kini & Evans (1989)79 a respeito da existéncia de
sitios enzimatico e farmacoldgico dispostos de forma dissociada na molécula de
fosfolipases Ao, a radiac@o ionizante poderia promover alteracoes moleculares
em ambos os sitios da crotoxina, impossibilitando que esta reconhecesse seu
receptor farmacoldgico no sitio juncional ou eliminando a sua atividade catalitica
através do bloqueio do sitio enzimatico, impedindo que fosfolipides pré- e pés-
juncionais pudessem ser consumidos, 0 que explicaria a auséncia de efeitos
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neurotéxicos quando agregados de crotoxina irradiada sao utilizados como
desafio em camundongos89. A relativa neurotoxicidade da crotoxina irradiada,
obtida através da determinacdo da dose letal média, poderia ser explicada,
talvez, pela presen¢a de crotoxina ativa na mistura irradiada a 2000Gy, visto ser
a producéo de agregados diretamente proporcional a taxa de dose de radiagdo
empregada na destoxicag;éo30. Isto corrobora, portanto, nossa segunda hipétese,
da existéncia de uma menor concentragdo de toxina ativa na fragao irradiada, o
que justifica a auséncia de marcagdo imunohistoquimica em jungdes
neuromusculares quando esta fragao foi utilizada.

Os estudos imunohistoquimicos em outros 6rgaos, como o figado e o bago,
nao mostraram marcagées significativas diferente do que foi demonstrado por
Nascimento (1991)89 com uma concentragéo relativa da crotoxina, tanto nativa
como irradiada, nestes 6rgaos. Em nossos ensaios, a dispersao da toxina por
orgéos parenquimatosos de grande massa ultrapassou os limites de detec¢ao
dos métodos empregados, impedindo uma avaliagdo da participagdao destes
orgaos através deste tipo de ensaio.

Estes drgdos sdo ricos em células do sistema fagocitico mononuclear,
células iniciadoras da resposta imune. Partindo dessa premissa, a escolha de um
imundgeno, que seja prontamente reconhecido por essas células, a principio,
consiste em etapa fundamental, quando se objetiva uma produgdo otimizada e
permanente de anticorpos. Experimentos anteriores89, utilizando crotoxina
irradiada, mostraram que a produgd@o de anticorpos a partir desse produto é
satisfatoria, tanto quantitativamente, pois uma maior concentragdo € obtida,
quanto qualitativamente, pelo fato de que os anticorpos anti-crotoxina irradiada
tém a capacidade de reconhecer, até com maior eficiéncia, a forma nativa do
imundgeno.

Os macréfagos pertencem ao sistema fagocitico mononuclear e sao
produzidos na medula Ossea. Apos isso, ganham a corrente sanguinea,
alcancando diferentes 6rgdos nos quais se instalam como células residentes,
adquirindo especializacées segundo o 6rgdo de instalagdo. Na corrente
sanguinea s&o em menor nimero, mas monocitos, que também pertencem a esse
sistema, tém a capacidade e o destino de se diferenciar em macréfagos em
condicdes especiais. Assim, uma das maiores fungbes dos macrofagos € dar
assisténcia na inicializacao e finalizacao da resposta imune mediada por células
frente a diferentes antigenos. Apds um periodo de interagdo breve com o
antigeno, o macréfago ingere o mesmo, processando-0 no seu interior, reciclando
e expressando o produto na superficie de sua célula em associagdo com
glicoproteinas, que sdo codificadas por gens do complexo de
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histocompatibilidade principal (MHC). Esse processo caracteriza os macréfagos
como ceélulas apresentadora de antigenos, fundamentais no que tange a posterior
produgdo de anticorpos, bem como a instalagéo de uma meméria imunological0.

Em nossos experimentos, utilizando macréfagos peritoneais, observamos
um maior reconhecimento das formas irradiadas das amostras por parte dessas
células, quando se compara com as formas nativas. A melhor resposta,
entretanto, foi obtida quando a crotoxina irradiada foi utilizada. isso pode ser
explicado, pelo menos em parte, por uma maior concentragdo, nesta uitima, de
agregados produzidos pela radiacdo que correspondem a 50-60% do total da
amostra irradiada (Nascimento, 1993-Com.Pessoal), em comparagdo com o
veneno total irradiado, que contém cerca de 11% de agregados30, quando
ambas as amostras recebem a mesma dose. O reconhecimento da crotoxina
irradiada por parte de macréfagos talvez se deva a interagdes ndo mediadas por
receptores celulares, sendo a endocitose processada de uma forma inespecifica.
A presenga de um receptor especifico em macréfagos para um determinado
epitopd da crotoxina irradiada, poderia ser limitante no que se refere a dose de
radiagio a ser empregada na produgio de agregados, uma vez que um aumento
na taxa de dose de radiag@o poderia determinar a destruigdo destes epitopos na
crotoxina irradiada, impossibilitando o seu pronto reconhecimento por estas
células.

As diferencas encontradas nas quantidades de agregados presentes nas
amostras de crotoxina ou veneno total irradiados refletem a teoria da
radioprote¢do de Skalka & Antoni (1970)118, que demonstraram haver protecéao
mutua entre os componentes de uma mistura protéica, o que néo foi observado
quando proteinas purificadas foram utilizadas. Esse fendmeno leva a uma menor
destoxicacdo do veneno total, como observado por Nascimento (1991)89, que
mostrou ser esta 3 vezes menor quando comparado com a crotoxina purificada,
quando ambos recebem a mesma dose. Isso pode explicar a viabilidade
diminuida dos macréfagos ensaiados com veneno total irradiado, sugerindo que
uma agdo de enzimas ou toxinas ainda ativas presentes no veneno irradiado
poderiam estar comprometendo a integridade destas células. Assim, a baixa
concentragcdo de agregados e a presenca de substancias ativas presentes no
veneno total irradiado a 2000Gy o contra-indicam como imunégeno ideal nos
processos de imunizagdo. Talvez, como observado por Clissa e colaboradores
(1994)30, um aumento da taxa de dose de radiacdo possa ser Util no que se
refere a producdo de um melhor imundgeno a partir do veneno total.

Através dos dados obtidos, demonstramos que a crotoxina irradiada nao
produz alteragbes morfoldgicas nos 6rgaos de clareamento (figado e rim), sendo
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perfeitamente eliminada por esses 6rgéos. Os dados de ‘imunchistoquimica em
animais inoculados com a forma irradiada da crotoxina também demonstraram
que esta ultima ndo promove alteragdes em juncdes neuromusculares. Esses
dados demonstram a eficiéncia da radiagdo gama em atenuar a atividade téxica
da crotoxina, bem como determinar o seu pronto reconhecimento por parte de
fagécitos, levando a uma maior resposta mediada por anticorpos, o que sugere,
fortemente, a sua utilizagdo como imunédgeno de eleicdo na produgao de soros
especificos, experimentais ou heterélogos para uso humano.
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VI- CONCLUSOES

GERAIS

1- A radiacdo gama produz alteragées na molécula de crotoxina, fazendo
com que esta perca a sua capacidade de interacdo com sitios especificos em
juncdo neuromuscular, aumentando a sua afinidade por macréfagos peritoneais in
vitro, o que a torna um imunégeno melhor na produ¢ao de anti-soros.

2- A preservacao das propriedades imunogénicas e antigénicas da crotoxina
irradiada, evidenciada pela producgéo satisfatéria de anticorpos, provavelmente se
deve ao maior reconhecimento por macréfagos dos agregados produzidos
quando da irradiagdo da toxina.

3- Tanto a crotoxina nativa quanto a irradiada nao induziram, nos tempos
estudados, alteragées morfolégicas compativeis com lesdes dos 6rgdos vitais ao
clareamento e destoxicacdo, mesmo quando ministradas em doses elevadas.

ESPECIFICAS

1) A crotoxina nativa pode ser detectada imunohistoquimicamente em juncdo
neuromuscular de camundongos CBA/J, experimentalmente inoculados.

2) A ligagao da crotoxina nativa em jungdo neuromuscular, detectada por
imunohistoquimica, mostrou ser um processo tempo-dependente, com
alteragdes morfologicas a esse nivel.

3) Apés irradiagdo com 2000Gy, a crotoxina ndo mais se ligou a jungbes
neuromusculares, ndo sendo detectada pela técnicas utilizadas.

4) Tanto a crotoxina nativa como a irradiada foram detectadas em o6rgaos de
excregao de forma tempo-dependente.

5) Em imuno-eletronica, pudemos detectar ambas as formas da crotoxina em
sistema T de musculatura estriada esquelética.

6) Em sistema de viabilidade in vitro e imunohistoquimica de macrofagos
peritoneais de camundongos CBA/J, observamos que:

a- A crotoxina nativa mostrou menor internalizagdo e alta agresséo aos
macrofagos, demonstrando alteragées morfoldgicas nestes uitimos.

b- Ap6s a irradiagdo, a crotoxina apresentou maior internalizagdo e menor
agressao aos macrofagos desafiados.

c- O veneno total, nativo ou irradiado, mostrou maior agressdo a

macréfagos e menor internalizagdo, quando comparado a toxina isolada
em ambas as formas.
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