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A Sindrome de Guillain-Barré (SGB) ¢é uma doenga desmielinizante do sistema nervoso
periférico (SNP). Baseado principalmente nas similaridades clinicas e histopatoldgicas a
Neurite Experimental Auto-imune (EAN) tem sido extensivamente usada como modelo de
estudo da SGB. A EAN ¢ uma doenga auto-imune, que pode ser experimentalmente
induzida em ratos geneticamente suscetiveis através da imunizagdo com os componentes da
mielina de nervos periféricos tais como os peptideos PO e P2 , ou ainda por transferéncia

adotiva de lifécitos T CD4" do tipo Thl.

Diferentes tentativas de tratamentos para a SGB t€ém sido estudadas, dentre elas pode-se
citar a plasmaferese, o uso de anticorpos monoclonais, administracdo de corticdides e a

imunossupressao global através da administra¢do de intérferon 3.

A utilizacdo de venenos totais de serpentes, ou fragdes deles, ja demonstrou bons resultados
na tentativa de tratamento de alguns modelos de doencas auto-imunes como a diabetes

auto-imune insulino dependente, lipus e encefalomielite experimental auto-imune (EAE).

No presente trabalho foi estudado o efeito de uma fracdo do veneno da cascavel sul
americana Crotalus durissus terrificus (Cdt), a crotapotina, no modelo de EAN. Sao
apresentadas evidéncias de que tanto a administracio intraperitoneal (IP) como a oral de
crotapotina reduz significativamente a gravidade da EAN induzida em ratos Lewis,
associada a um significativo declinio na resposta proliferativa das células T neuritogénicas,
assim como diminui¢do de infiltrados de células mononucleares no nervo cidtico dos

animais.
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Biomedical research in which venom components are being investigated for their potential
as novel therapeutic agents has emerged as an interesting option. Crotapotin which is a
fraction of the venom of the rattlesnake Crotalus durissus terrificus, has been described as
an antinflammatory that acts on the innate arm of the immune response. Here we have
demonstrated that intraperitoneal (IP), as well as oral administration of crotapotin
significantly reduces the severity of experimental autoimmune neuritis (EAN), an
experimental model for Guillain-Barré Syndrome. The reduction of the severity of the
disease is associated with a reduction in the mononuclear cells infiltrating in the sciatic
nerve and a significant decrease in the lymphocyte proliferative response to neuritogenic

peptide.
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Durante a evolu¢do dos organismos superiores, certamente um dos maiores
desafios por eles enfrentados foi a convivéncia com microorganismos patogénicos; esse
fato com certeza representou uma grande pressdo evolutiva que norteou o desenvolvimento

do sistema imunolégico que conhecemos hoje.

Seria muito simplista dizer que a funcdo do sistema imune ¢ a defesa contra
organismos patogénicos; essa € apenas uma de suas fungdes. Sabe-se ja ha algum tempo
que o sistema imune exerce outros papéis imprescindiveis na manuten¢do da homeostase
dos organismos, fun¢des como a vigilancia contra o aparecimento de células tumorais, o
controle da auto-imunidade, a remocdo de células senescentes € uma importante interacao

neuroenddcrina.

Juntamente com as moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC), o sistema imune possui um repertério muito vasto de receptores para antigeno,
expressos tanto em linfocitos T (TCR) como nos linfécitos B (BCR), essa caracteristica
aufere ao sistema imune a habilidade de reconhecer praticamente todo e qualquer agente

invasor.

Didaticamente podemos dividir as interacdes do sistema imune em dois grupos
principais: a resposta imune inata e a resposta imune adquirida. Entende-se por resposta
imune inata, o conjunto de elementos em condi¢do de responder a antigenos de maneiras
ndo especifica, ou seja, uma resposta a padrdes moleculares, sem que os receptores com
regides varidveis (TCR e BCR) estejam envolvidos. Desta resposta participam as proteinas
do sistema complemento, as células matadoras naturais, ou natural killer (NK), e as células
do sistema fagocitico-mononuclear. Podemos entender por imunidade adquirida, a atuagcdo
de um grande conjunto de elementos que permite uma resposta imune especifica a um
determinado antigeno, utilizando-se agora linfécitos T e B portadores de receptores com
regides varidveis, capazes de reconhecer e montar uma resposta complexa, muitas vezes
envolvendo a produgdo de anticorpos e a ativacdo de células efetoras e com fungdo

regulatérias (JANEWAY et al., 2002).

As células B sdo capazes de reconhecer uma grande variedade de antigenos,
desde peptideos, proteinas, 4cidos nucléicos, lipideos, polissacarideos até pequenos

produtos quimicos, essa propriedade nao é compartilhada pelas células T que reconhecem
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apenas peptideos dispostos em uma seqiiéncia primaria de aminodcidos. Além disso, o
reconhecimento do antigeno pelas células T CD4" ou helper ou pelas TCD8" ou citotéxicas
se da apenas quando o mesmo estd unido a uma molécula do complexo MHC do préprio
individuo, expressa na superficie da célula apresentadora de antigeno (APC)

(MCDEVITT, 2000).

As APCs (macroéfagos, células dendriticas ou linfocitos B) convertem antigenos
protéicos em peptideos acoplando-os as moléculas de MHC, mecanismo conhecido por
processamento do antigeno. O complexo formado migra para a superficie celular onde
poderd ser reconhecido por linfécitos T CD4" ou CDS8", dependendo do alelo de MHC ao
qual o peptideo estd acoplado, esse € o primeiro sinal indispensdvel para a ativacdo de
linfécitos T. O segundo sinal é dado pela ligacdo de moléculas co-estimulatdrias presentes
tanto nos linfocitos, como nas APCs. As moléculas mais conhecidas sdo CD28 ¢ CD152
(CTLA4) expressas nos linfocitos, que se ligam as moléculas CD80 e C86 presentes nas
APCs (LENSCHOW et al., 1996). A inibicdo da expressdao dessas moléculas suprime a

resposta dos linfécitos T, mecanismo conhecido como anergia (SCHWARTZ et al., 2003).

A participacio dos produtos celulares soliveis ¢ fundamental na seqiiéncia de
eventos que vao culminar com a ativacdo linfocitdria. As células TCD4" secretam alguns
tipos de citocinas que as diferenciam em subpopulagdes celulares do tipo Thl ou Th2. Os
linfécitos T CD4", do tipo Thl, secretam citocinas como IL-2, IFNy e TNFa que irdo
mediar as reagdes de hipersensibilidade tardia e induzir a sintese preferencial de alguns
isotipos de imunoglobulinas. Ja os linfécitos T CD4" do tipo Th2 secretam citocinas como
IL-4, TIL-5, IL-10 e IL-13 e estdo associadas com a produ¢do de imunoglobulinas dos tipos

IgG1 e IgE (MOSSMAN et al., 1986).

Multiplos fatores tais como o tipo de APC, a dose do antigeno, a presenca de
moléculas co-estimulatérias e as citocinas presentes no microambiente vao influenciar a
diferenciagdo do subtipo Thl ou Th2. Ha evidéncias de que se IL-12 e IFNy estiverem
presentes no microambiente onde a resposta imune estd acontecendo haverd uma
diferenciagdo para o subtipo Thl, enquanto que a IL-4 € essencial para a diferencia¢do do

subtipo Th2 (ROMAGNANI et al., 2000).
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De forma bastante simplificada, podemos dizer que os mecanismos descritos
anteriormente garantem o funcionamento eficiente do sistema imunoldgico contra as

diferentes agressdes causadas por virtualmente qualquer tipo de agente infeccioso.

Devido a imensa diversidade do repertoério celular do sistema imune, é esperado
que dentre as células deste existam algumas capazes de responder aos antigenos proprios.
Erlich, no inicio do século XX, introduziu o termo autoimunidade ao descrever que o0s
potentes mecanismos efetores utilizados na defesa do hospedeiro podiam causar grave lesao
tecidual, se voltados contra ele, essa auto-agressio ficou conhecida como horror
autotoxicus. Essas agressdes, no entanto, somente sdo observadas em condigdes

patolégicas, quando ocorrem falhas nos mecanismos da tolerancia imunoldgica.

A Tolerancia Imunoldgica pode ser entendida como a auséncia de resposta
especifica para um determinado antigeno. A tolerdncia aos auto-antigenos € conseguida
ativamente através de varios mecanismos que controlam o repertério de linfécitos maduros
do sistema imune. Durante a maturagdo, que ocorre no timo para linfécitos T e na medula
Ossea para linfocitos B, os linfécitos passam tanto pela selecdo positiva quanto pela sele¢ao
negativa, processos que garantem que as células imunocompetentes que saem dos 6rgaos
linféides primérios (OLP) e migram para os 6rgaos linféides secunddrios (OLS) sejam
capazes de reconhecer o MHC proéprio e ao mesmo tempo nao apresentem forte afinidade

para antigenos proprios, essa € a chamada tolerancia central (SAKAGUCHI, 2004).

A tolerancia central, no entanto, ndo impede que algumas células que deixam os
OLPs e vao popular os OLSs atuem como auto-reativas (MORAHAN, 1992). Dessa forma,
ha algum tempo € aceita a idéia de que existe, em um organismo sauddvel, consideravel
quantidade de células auto-reativas e auto-anticorpos circulantes, desses, apenas uma
pequena parcela estd associada a uma resposta imune patolégica. Concluimos entdo, que a
resposta auto-imune pode ser fisioldgica e na maioria das vezes ndo causa danos ao
organismo (SALVETTI et al., 1996). Explicacdes tedricas tém sido propostas para justificar
a presenca de células auto-reativas responsdveis por essa auto-imunidade “natural” ou
“benigna” (COHEN e YOUNG, 1991; VARELA e COUTINHO, 1991; GROSSMAN e
PAUL, 1992; COHEN et al.,1992). O que ndo estd claro ainda é como e quando uma

resposta imune potencialmente benigna evolui para uma doenga auto-imune. Sabe-se que
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fatores genéticos e ambientais influenciam grandemente os complexos mecanismos que

controlam a tolerancia aos antigenos proprios.

A participacdo de agentes infecciosos na génese de doencas auto-imunes tem
sido reconhecida por muitos autores, e esta associacdo estd estabelecida com protozodrios,
bactérias e virus. Um bom modelo para elucidar tal associagdo pode ser a participacdo de
bactérias no desenvolvimento da febre-reumadtica, onde se observa uma resposta imune
contra  proteinas  cardiacas e antigenos do  Streptococcus  [-Hemolitico
(GUILHERME et al., 1995), outro exemplo pode ser a associagdo da infecgdo pelo virus
Coxsackie com o desenvolvimento da Diabettes Mellitus insulino-dependente
(ATKINSON et al., 1994; SCHLOQOT et. al., 1997). Ha relatos de que a exposi¢do de
individuos a virus como o da raiva, sarampo e o coronavirus, durante a adolescéncia, pode
predispor individuos ao desenvolvimento da doenca desmielinizante Esclerose Multipla

(EM) (EWING e BERNARD, 1998).

O mimetismo molecular poderia explicar a reatividade cruzada entre o epitopo
de um microorganismo infectante e um epitopo homélogo ao de uma estrutura prépria do
hospedeiro, a ocorréncia de mimetismo molecular entre determinados epitopos virais e
epitopos da proteina bdsica da mielina jia foi demonstrada (WUCHERPFENNIG e
STROMINGER, 1995).

Outra possivel explicacdo para o desenvolvimento de doengas auto-imunes € a
teoria do espalhamento (spreading) de epitopos. A estimulagdo de células T especificas
para um determinado constituinte celular ou extra-celular é capaz de promover a produgdo
de auto-anticorpos antigeno especifico, mas durante o processo inflamatério também pode
ocorrer a producdo de auto-anticorpos contra outras estruturas préprias do hospedeiro
aumentando assim o nudmero de epitopos auto-reativos. (ZHU et al., 2001;

GANDHI et al., 2006 ; DEEG et al., 2006)

No presente trabalho € nosso objetivo estudar o modelo de desmielinizagcdo
periférica a Neurite experimental auto-imune (EAN). As neuropatias inflamatdrias
desmielinizantes do sistema nervoso periférico, como a Sindrome de Guillain-Barré (SGB)

e a Polineuropatia Desmielinizante Periférica Cronica (PDPC) resultam de resposta imune
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inadequada, dirigida contra os componentes dos nervos periféricos, que levam a interrup¢ao
do impulso sensorial ou autdonomo, resultando em paralisia transitéria (HOPKINS, 1998).
A SGB ¢ de etiologia desconhecida, mas infec¢des precedentes, causadas por varios virus
como: Echo respiratério sincicial, Herpes Zoster e simples, citomegalovirus, os causadores
da mononucleose, parotidite, varicela, variola, hepatite ou ainda micobactérias e bactérias
gram negativas tém sido descritas (HARTUNG et al., 1992 ; HOPKINS, 1998). O exame
microscopico dos nervos de portadores da SGB revela a infiltracdo por células
mononucleares e a desmielinizacao segmentar. O infiltrado se faz as custas de linfécitos e
macréfagos. A inflamagdo estd distribuida nos nervos periféricos, cranianos, raizes dorsais
e ventrais, assim como nos ganglios e nas cadeias simpdticas do sistema nervoso autdbnomo.
Nas lesdes mais severas ocorre a destruicdo axonal; nas lesdes crOnicas observa-se a
proliferacdo das células de Schwann ao longo dos axo6nios desnudados, como indicativo de
possivel remielinizacdo (FUJIOKA, et al., 2000). No entanto, hd evidéncias de que as
células de Schwann, que s3o as células formadoras da mielina no sistema nervoso
periférico, expressem as moléculas de MHC de classe II, podendo apresentar o antigeno e

produzir IFNy prolongando a reagdo desmielinizante (LILJE e ARMANTI, 1997).

As evidéncias relatadas, somadas a freqiiéncia com que essas sindromes
desmielinizantes surgem depois de infec¢des ou da administracdo de algumas vacinas
mostram que a participa¢do do sistema imunoldgico € inquestiondvel na doenga humana.
Muito do conhecimento sobre os mecanismos imunoldgicos envolvidos nas reagdes
auto-imunes na SGB se deve aos estudos que vém sendo desenvolvidos no modelo

experimental, a EAN.

Similaridades clinicas e histopatoldgicas entre a EAN e a SGB fazem esse
modelo ser excelente no estudo dessa doencga desmielinizante aguda que acomete o homem.
A EAN € uma doenga inflamatdria de cardter desmielinizante do sistema nervoso periférico
(SNP), que pode ser induzida em animais geneticamente suscetiveis pela imunizacdo de
componentes da mielina periférica ou através de transferéncia adotiva de linfécitos T
sensibilizados a esses antigenos (SHIN et al., 1989; WAKSMAN e ADAMS, 1955; LISAK
e BEHAN 1975). Entre outros antigenos, a mielina periférica é composta por duas

proteinas bdsicas denominadas PO e P2. Ambas sdao bem conservadas, apresentando
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homologia entre humanos e bovinos. A fracdo P2 da mielina periférica foi descrita como
indutora de neurite periférica e posteriormente, epitopos com efeito neuritogénico, como o
peptideo da fracdo P2, foram identificados (ABRAMSKY e LONDON, 1975;
WHITAKER,1982).

A EAN desenvolvida no rato Lewis é monofésica, ou seja, aproximadamente
10 dias apds imunizagdo com peptideo neuritogénico, o animal desenvolve a doenga que
atinge o grau maximo entre os dias 16 e 19, com redugdo gradativa até os dias 22-26,
recuperando-se completamente e ndo voltando a apresentar periodos de exacerbacdo. O
estudo dos mecanismos imunoldgicos que levam a resolu¢do da doenca é extremamente
relevante, uma vez que esse modelo simula um surto da doenga humana. No modelo da
Encefalomielite experimental auto-imune (EAE), uma doenca desmielinizante do Sistema
Nervoso Central que € considerada uma doenca andloga a EAN (ZHU, et al.,1997), o
periodo de recuperacdo tem sido estudado, e alguns mecanismos ja estdo sendo entendidos.
Ha evidéncias de que a apoptose de linfocitos T encefalitogénicos na EAE e neuritogénicos
na EAN poderia explicar a fase de recuperacdo da doenga. Na EAE tem sido demonstrado
também que o aparecimento de linfécitos TCD4" com agdes supressoras, que contribuiriam
para o controle dos clones de linfécitos auto-reativos e conseqiientemente a resolucio da

doenca (SWANBORG, 2001).

Virias sdo as tentativas de tratamento para a SGB, na literatura médica
encontramos desde plasmaferese até o uso de anticorpos monoclonais, corticoides ou ainda
a imunomodulagdo  alcancada  através da  administracdio de  interferons

(CHAUDHURI, 2006; LAVRINIC et al., 2006).

Também para modelo animal (EAN) vdrias tentativas de tratamento sio
encontradas na literatura, dentre elas podemos citar: a administracdo de IL-10
(BAI et al.,, 1997), a deplecio do complemento (VRIESENDORP et al., 1998), a
administracdo de mielina periférica ou mesmo componentes desta, entre outros

(GAUPP et al., 1997).

A utilizagdo de venenos totais ou suas fracdes na tentativa de tratamento de
doencgas humanas estd sendo bastante explorada atualmente. Venenos de serpentes possuem

uma elevada diversidade de componentes, cujas propriedades farmacoldgicas e fisiologicas
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tém sido amplamente estudadas. A importancia de tais estudos estd no uso, bem sucedido,
de algumas proteinas ou mesmo peptideos sintéticos derivados de peconhas na clinica
médica. Um bom exemplo pode ser tirado do uso de um produto sintético homdlogo a uma
fracdlo do veneno da Bothrops jararaca no tratamento da hipertensdo arterial
(RUILOPE et al., 1988; QIU et al., 1992). Este medicamento, um inibidor de
angiotensina-convertase comercialmente conhecido como Captopril t€ém dado resultados
animadores até mesmo em testes com modelos auto-imunes experimentais
(GODSEL et al., 2003; TARKOWSKI et al., 1990 e CONSTANTINESCU et al., 1995).

Desde o inicio do século XX ha propostas referentes a utilizacdo de venenos
ofidicos como agentes anti-tumorais. Recentemente, estudos mostraram que a
administracdo do veneno total da serpente Bothrops jararaca reduzia, possivelmente
através da inibicdo da sintese de IL-6, o crescimento de um tumor ascitico induzido em
murinos, conhecido como tumor de Erlich. Neste mesmo modelo foi observado o aumento
da sobrevida dos camundongos apds o tratamento com o veneno total de serpentes de outro
género (DA SILVA et al., 2002; ABU-SINNA et al., 2003). Tais resultados podem
confirmar o potencial terapéutico do contetiido total, ou mesmo de alguns componentes
derivados de veneno ofidico, no entanto, ainda ndo estdo elucidados os mecanismos
imunolégicos relacionados a esses fendmenos.

O veneno da serpente sul americana Crotalus durissus terrificus (Cdt) é uma
mistura de muitas diferentes proteinas, incluindo a crotoxina (CTX), que € o seu principal
componente neurotoxico. A molécula de CTX é composta de duas subunidades, um
componente basico (CB) Asp49-PLA2 (PI~8,2), altamente téxico reconhecido como uma
fosfolipase A, (PLA;) e um componente dcido, ndo téxico, denominado crotapotina (Ca)
(BERGMAN e FRAENKEL-CONRAT 1938 ; SLOTTA e PREMOSIGH, 1951).

Embora descrita como farmacoldgica e enzimaticamente inativa
(GOPALAKRISH NAKONE et al, 1984), a crotapotina exerce o papel de proteina que
impede a ligacdo do CB aos sitios de baixa afinidade, desta forma, favorecendo que este
alcance seu alvo, a juncdo neuromuscular (BON, 1982). A relacdo entre a alta toxicidade de
venenos crotalicos e a presenca de PLA; nos mesmos ji é conhecida, no entanto, apesar da
capacidade da Ca de potencializar a toxicidade do CB, quando a mesma € dissociada do

complexo CTX, inibe a atividade enzimatica da PLA, (LANDUCCI et al, 2000).
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Os efeitos do veneno da serpente Cdt e suas fracdes tém sido testados em varios
estudos sobre a resposta imune humoral e celular, desde a resposta proliferativa de

linfécitos até a tentativa de tratamento de modelos animais para doencgas auto-imunes

(CARDOSO e MOTA 1997; GARCIA et al 2003.; CRUZ et al., 2005).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar o
efeito da administracdo oral e intraperitoneal da proteina crotapotina, na evolucao clinica da

doenca experimental desmielinizante EAN.
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1. Implantar o modelo da EAN através de imunizag¢do com o peptideo da fracao

P2 da mielina periférica.

2. Estudar o efeito da administragdo de Crotapotina na evolugdo clinica da EAN

Objetivos
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Animais:

Ratos Lewis, fémeas de 6-8 semanas, foram importados do Harlan Sprague
Dawley, com auxilio da FAPESP, e mantidos, durante a fase de experimenta¢do, no
biotério de manutencdo do depto de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia da

UNICAMP, em condicdes livres de patdogenos (isoladores).
Neuro-antigeno:

A EAN foi induzida com o peptideo da fracdo P2 da mielina periférica de
acordo com WHITAKER, 1982. O peptideo P2 (58-81) foi sintetizado por Genemed
Synthesis, CA, USA, e tem a seguinte seqiiéncia de amino 4cidos:

TESPFKNTEISFKLGQEFEFTTADNR.
Veneno:

O veneno da serpente Cdt foi fornecido pelo Instituto Butantan (Sdo Paulo) e

sua purificacdo foi realizada pelo Laboratério de Quimica de Proteinas da Unicamp

(Laquip).
Purificacao da crotapotina:

A crotapotina do veneno total de CDT foi isolada apds dois procedimentos
cromatograficos. No primeiro passo, a crotoxina foi purificada do veneno total; Em resumo
35 mg do veneno total foi dissolvido em 400ul de bicarbonato de amdnio 0,3M,
homogeneizado e clarificado por centrifugacdo a 4500xg por 2 minutos. A coluna
cromatografica (Superdex 75,1 x 60cm) foi equilibrada com o mesmo tampao por 2 horas
antes da injecdo da amostra. A eluicdo dos componentes do veneno foi feita a um fluxo
constante de 0,2 ml/min e a corrida cromatografica foi monitorada a 280 nm. A purificagao
da crotapotina foi feita em HPLC de fase reversa (coluna de 0,1 x 30cm de p-Bondapack
C18, Waters) usando um gradiente linear 0-100% de acetonitrila em 0,1% de acido

trifluoracético (v/v).
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Cinco miligramas da fra¢do crotoxina extraidos do veneno total de CDT foram
dissolvidos em 250 pul do tampao A (dcido trifluoracético 0,1%) a 4500 xg por 2 minutos, 0
sobrenadante foi entdo aplicado no HPLC analitico de fase reversa, previamente
equilibrado com o mesmo tampao A por 15 minutos. A eluicdo das proteinas foi entdo
realizada utilizando-se um gradiente linear do tampao B (Acetronitrila 66,6% em tampao
A) e a corrida cromatografica foi monitorada a 214nm de absorbancia. Apds a eluicdo, as
fracdes foram liofilizadas e estocadas em biofreezer a — 40°C. Um gel descontinuo
(Tricina SDS-PAGE) foi utilizado para a avaliacdo do grau de pureza da crotapotina assim

como para estimar a massa molecular das proteinas. (SCHAGGER e VON JAGOW, 1987).
Inducao:

Os ratos foram imunizados por via subcutanea com 100 pg do peptideo P2 em
0,Iml do tampao salino fosfato (PBS), em emulsdo com igual volume de Adjuvante
Completo de Freund contendo 4mg/ml de Mycobacterium tuberculosis, inoculado nas patas

traseiras (0,1ml por pata).
Tratamento com Crotapotina:

Uma variedade de doses de Ca foi testada e a dose que apresentou melhor
resultado no declinio da EAN — P2 induzida sem mortalidade foi escolhida. Grupos de ratos
receberam 13pg/animal via IP ou 25 pg/animal via oral, 5 vezes, em doses distribuidas
entre o terceiro dia apds a imunizagdo e o aparecimento dos primeiros sinais clinicos da

EAN, grupos controles receberam doses similares da proteina OVA.
Evolucao clinica da EAN:

Os ratos foram observados diariamente, a partir do nono dia apds a imunizacao,
para os sinais clinicos da EAN. A avalia¢do foi feita da seguinte forma: grau 0 = ndo
doente; grau 1= perda do tonus da cauda; grau 2 = fraqueza parcial dos membros
posteriores; grau 3= paralisia severa dos membros posteriores; grau 4 = paralisia severa dos
membros anteriores e posteriores. As observagdes seguiram por 30 dias. Atribui-se “scores”

clinicos a cada animal do grupo, cada um composto por 5 animais.
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Perfusao do animal:

O animal, apds a anestesia, foi perfundido com glutaraldeido a 2,5%,

utilizando-se bomba de perfusao.
Isolamento do nervo:

O nervo cidtico de ratos Lewis controles ou imunizados com o peptideo de P2,
submetidos ou ndo ao tratamento com crotapotina, foi individualizado sobre microscopia
cirirgica apropriada, apos fixagdo com glutaraldeido (24 horas) seguido de imersdao em
sacarose a 30 %. Apds esse tratamento, parte do nervo foi congelado e cortado em

micrétomo comum, criostato.
Obtencao das células de linfonodo:

Linfonodos regionais foram removidos assepticamente e suspensdes de células
foram preparadas usando uma malha de inox. As células foram lavadas trés vezes com
solucdo balanceada de Hanks e ressuspendidas em meio RPMI 1640 enriquecido com soro
fetal bovino a 5% (Microbiolégica — RIJ), gentamicina (4,25 mg/l), glutamina e
2 mercaptoetanol. Para determinacdo da viabilidade celular utilizou-se o método de

exclusdao com Azul de Trypan.
Cultura de células dos linfonodos:

Para resposta proliferativa especifica para P2 (58-81) utilizou-se células de
linfonodos de animais imunizados, obtidas de acordo com o item anteriormente descrito. A
concentracio celular foi ajustada para 2x10° células/ml em microplacas de cultura de 96
pocos. As células foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 enriquecido conforme
descrito no item anterior. O ensaio foi realizado em triplicata. Avaliou-se a trasformacgao
blastica de linfocitos estimulados por duas diferentes concentragdes de P2 (58-81) 1ug/ml
e Sug/ml e por mitégeno nao especifico Con-A a 2,5ug/ml. As células foram encubadas
96-144 horas com o antigeno e 72 horas com o mitégeno, em encubadora com sistema
constante de CO,, numa tensdo de 5% a 37° C. Aproximadamente 18 horas antes do

término da incubacdo, foi adicionado em cada orificio 1uCi de timidina tritiada
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(New England Nuclear MA -USA). Apds esse periodo, o excesso radioativo foi retirado,
lavando-se as células em um coletor de células (Cell Harvester- modelo 200 A - Cambridge
Technology - USA). As células livres de excesso radioativo foram depositas em papel de
fibra de vidro (Cambridge - Tec.- USA) e colocadas em tubos padronizados na presenca de
liquido de cintilagio. O conteido radioativo foi avaliado em cintilador Beta
(Beckman LS 6000 - Liquid Scintillation System). Os resultados foram expressos em

contagens por minuto (CPM), sendo considerada a média das triplicatas.
Transferéncia adotiva:

Para a tansferéncia adotiva de linfécitos foi feita uma cultura de células de
linfonodos, com resposta proliferativa especifica para P2, de animais previamente
imunizados com o peptideo da fracio P2 da mielina periférica. Cada animal utilizado na

transferéncia recebeu 10° linfécitos pela veia da cauda (grupo de 6 animais).
Andlise Estatistica:

Para a andlise foi usado o programa WinStat 3.1. Os dados analisados foram em
relagdo ao “score” maximo de cada grupo, assim, foi escolhido um teste ndo paramétrico,

Teste-U(Mann-Whitney), quando p<0,05 foi considerado significativa a diferenca.
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Implantacio do modelo EAN:

Para a validade de um estudo usando como modelo experimental a EAN através
de imunizagdo, € necessario que 0 mesmo esteja muito bem padronizado. Devem-se evitar
grandes variagdes durante o procedimento de imunizagdo, principalmente em relagdo a
preparacao do antigeno a ser inoculado e a prépria inoculac@o deste na pata dos animais.
Estas sdo etapas criticas na implantacdo do modelo, pois definem o perfil e a evolugdo da
doenca. Foram testados diferentes protocolos de imunizagdo utilizando-se varias
concentracdes de peptideo P2 e Mycobacterium tuberculosis (MT) e verificou-se que altas
concentracoes do peptideo P2 (200png/animal) aliadas as altas concentracoes de MT
(bmg /ml) induzem uma doenga muito grave gerando a morte da maioria dos animais. Por
outro lado, baixas concentracdes de P2 (30ug/animal), associadas as altas ou baixas
concentracdes de MT levam a uma doenca branda com grau maximo de aproximadamente

dois e meio, o que torna dificil a comparagdo entre os grupos controle e tratados (Figural).
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Figura 1- Inducdo da EAN utilizando 200ug de P2/ 6 mg de MT/ml e 30ug de P2/ 4 mg de
MT/ml.
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O protocolo ideal que gera uma doenga com grau maximo variando entre 3,5 e
4, 5, que ndo causa a morte dos animais e permite a observagdo de diferencgas significativas
entre os grupos estudados foi encontrado com a imunizacdo com 100 pug do peptideo P2 em
0,Iml do tampdo salino fosfato (PBS), em emulsio com igual volume do adjuvante
completo de Freund contendo 4mg/ml de Mycobacterium tuberculosis, inoculado nas patas
traseiras, por via subcutanea, sendo inoculado 0,1ml de emulsao por pata. A figura 2 mostra
que a EAN desenvolvida com esse protocolo de imunizac¢io induz uma doenca que se inicia
entre os dias 9 - 11 apds a imunizagdo e atinge o pico maximo entre os dias 16-19,
recuperando-se apds 26-27 dias. Os resultados estdo expressos como média dos “scores”
clinicos avaliados em 12 ratos Lewis por grupo. A figura 2 também demonstra a evolugao
clinica da EAN apés a transferéncia adotiva de linfécitos T CD4" respondedores ao
peptideo P2. Pode-se verificar que os primeiros sinais clinicos sdo observados 5-6 dias
ap6s a transferéncia de 1x10° linfécitos/rato, sendo que os animais se recuperam 16-18 dias

apos a transferéncia adotiva.
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—1— Transf. adoptiva

"Score" clinico médio

Figura 2- Evolucao clinica da EAN induzida ativamente em Ratos Lewis pela imunizagao
com peptideo da fracio P2 da mielina periférica e passivamente pela

transferéncia adotiva de linfdcitos reativos ao peptideo P2.
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A observagdo dos diferentes “scores” clinicos da EAN € um processo dinamico,
dificil de ser documentado em fotos cuja natureza € estatica, apesar disso, as imagens das

figuras a seguir ilustram algumas caracteristicas marcantes das diferentes fases da doenca.

Na figura 3.1, as imagens mostram ratos Lewis ja imunizados e avaliados em
grau zero, sem apresentar sintomas clinicos da doenca. Observa-se que os animais sao
capazes de manter a cauda elevada (A-C) e fazer pequenas ondulagdes com a mesma (D), o
que indica a presenc¢a do tonus da cauda. O primeiro sinal clinico observado na evolugdo da
EAN ¢ a perda do tonus da cauda, o que caracteriza o grau 1 da doenca (Figura 3.2 A).
Além disso, os animais podem comecar a ter dificuldades em movimentar os membros

posteriores (Figura 3.2 B).

Ratos Lewis avaliados em grau 2 ja perderam parcialmente a mobilidade dos
membros posteriores, passando a arrasti-los (Figura 3.3). Em grau 3, os animais
apresentam paralisia severa dos membros posteriores e dificuldade em movimentar os
membros anteriores (Figura 3.4). Além disso, pode ser observado que os animais comecam
a perder peso. Na fase de grau 4 ocorre a paralisia dos membros anteriores e posteriores e €

nitida a perda de peso do animal, uma vez que ele ndo consegue ter acesso aos alimentos.
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C D

Figura 3.1- Ratos Lewis imunizados com o peptideo neuritogénico avaliados em grau 0
(9 dias apds a imunizagdo). Os animais apresentam tonus da cauda, o que lhes

permite manté-la elevada (A-C) e fazer pequenas ondulagdes com a mesma

(D).

Figura 3.2- Ratos Lewis imunizados com o peptideo neuritogénico avaliados em grau 1.

Os animais perderam o tonus da cauda (A) e podem comecar a apresentar

dificuldades em movimentar os membros pélvicos (B).
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Figura 3.3- Ratos Lewis imunizados com o peptideo neuritogénico avaliados avaliados em

grau 2. Os animais perderam parcialmente a mobilidade dos membros

pélvicos, passando a arrasté-los (A-C).

Figura 3.4- Ratos Lewis imunizados com o peptideo neuritogénico avaliados em grau 3. Os
animais ndo tém tonus na cauda, perderam completamente a mobilidade dos
membros posteriores € apresentam perda parcial da mobilidade dos membros

anteriores.
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Purificacido da Crotapotina

O veneno total da serpente Cdt foi fornecido pelo Instituto Butanta (Sao Paulo),
e a purificacdo foi realizada pelo Laboratério de Quimica de Proteinas da UNICAMP —

LAQUIP, de acordo com o item descrito anteriormente em materiais € métodos.

A figura 4a demonstra a cromatografia de peso molecular do veneno total
eluido em uma coluna Superdex 75, que resulta em cinco fracdes principais nomeadas
crotacetina, convulxina, giroxina, crotoxina e crotamina. Apds essa primeira corrida
cromatografica, a fracio crotoxina foi submetida a uma nova cromatografia de fase reversa
em HPLC. Nessa eluicio em uma coluna de hidrofobicidade (C-18) vérios picos foram
obtidos, e nomeados F5, F7 (isoformas da crotapotina) e F15, F16 e F17 (isoformas de
PLA2). A fracdo F7 € responsadvel por aproximadamente 72% de todas as isoformas de
crotapotina (Figura 4b). Finalmente um gel descontinuo (Tricina SDS-PAGE) foi utilizado
para a avaliacdo do grau de pureza da crotapotina, assim como para determinar a massa

molecular da proteina, estimada em 9 kDa (Figura 4 c)
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Figura 4- Cromatografia do veneno total da serpente Cdt: a eluicdo em coluna Superdex
75 mostra 5 fracdes principais, a crotacetina, a convulxina, a giroxina, a
crotoxina e a crotamina(Figura 4.a). Posteriormente, a fracdo crotoxina foi
sujeita a cromatografia em HPLC de fase reversa. Nesta condi¢cdo
cromatografica, alguns picos foram identificados e nomeados F5,F7 (isoformas
da crotapotina) e F15, F16 e F17 (isoformas de PLA2). A fracdo F7 €
responsavel por aproximadamente 72% de todas as isoformas de crotapotina

(Fig. 4b) e o seu peso molecular determinado em 9kDa (Figura 4c).
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Evolucao clinica da EAN antes e apo6s o tratamento com o crotapotina.

Assim como na implantagdo do modelo EAN em nosso laboratorio, a definicao
de um regime ideal de tratamento com crotapotina foi bastante trabalhoso. Diferentes doses
foram testadas, assim como o periodo de inicio do tratamento. Apds vdrios testes,
chegou-se a conclus@o que a crotapotina é mais efetiva na redu¢do dos sinais clinicos da
EAN quando administrada logo nos primeiros dias apds a imunizac¢io, se administrada
tardiamente apresenta um efeito protetor minimo (Figura 5) e se administrada antes da
imunizacdo, apresenta resultados semelhante ao do grupo de animais ndo tratados. A
evolucdo clinica da EAN em ratos Lewis imunizados com peptideo da fracdo P2 da mielina
periférica, tratados com ovalbumina e tratados oralmente ou via intraperitoneal com
crotapotina (protocolo ideal) estd demonstrada na figura 6, estes animais receberam
diariamente doses de crotapotina IP-13ug/rato (grupo CAIP/P2CFA), crotapotina
oral - 25ng/rato (CAoral/P2CFA) e ovalbumina IP -13ug/rato (OVA/P2CFA) em solugdo
salina comec¢ando no quarto dia apds a imunizacao e totalizando cinco doses até o décimo
primeiro dia. O grupo P2CFA recebeu apenas solu¢do salina. Nos grupos tratados com
crotapotina o pico méiximo da doenga ocorreu entre dias 17-18, com recuperagcdo
23-25 dias apds a imunizagdo, estes animais atingiram apenas o grau 2 da doenga no caso
de CA/IP, e grau 1 no caso de CA/oral mostrando uma significativa redugdo da gravidade
da doenca (p<0.001). Nao se observou diferenca significativa (p>0.05) entre os grupos
P2CFA e OVA/P2CFA.
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Figura 5- EAN em ratos Lewis tratados e ndo tratados com crotapotina IP. O tratamento

teve inicio no 11° dia apds imunizacao.
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Figura 6- Animais com EAN tratados e ndo tratados com crotapotina. A crotapotina foi
administrada por via oral(CA ora/P2CFA) e por via intraperitoneal
(CAIP/P2CFA). O grupo controle recebeu proteina irrelevante OVA via
intraperitonial(OVA/P2/CFA).
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Estudo histolégico de nervos ciaticos de ratos Lewis imunizados com o peptideo da

fracao P2 da mielina periférica tratados ou nao com crotapotina.

Definimos o pico da doenga (13-15 dias) como periodo de interesse para
realizacdo de cortes histologicos de nervos cidticos dos animais, a figura 7 demonstra cortes
histolégicos de nervos cidticos de animais controles imunizados (1,1A e 1B), animais
tratados com ovalbumina (2, 2A e 2B), animais tratados com crotapotina
IP -13ug/dose/animal x 5 (3, 3A e 3B) e animais tratados com crotapotina
oral - 25ug/dose/animal x 5, os aumentos sd@o de 100, 200 e 400 vezes respectivamente e
foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE). Pode-se observar uma grande diferenca
no que se refere a presenca de infiltrado celular e dano a estrutura do nervo se compararmos
as micrografias dos grupos imunizados e tratados com ovalumina com os grupos tratados

com crotapotina por via IP e oral, evidenciando a acao protetora da crotapotina.
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Figura 7- Exame histolégico de nervos cidticos de animais imunizados com peptideo P2
(1,1A,1B), apds tratamento com OVA (2,2A,2B), tratado com crotapotina IP
(3, 3A, 3B) e crotapotina oral (4, 4A, 4B) corados com HE. Nao houve
diferenca significativa entre os animais imunizados e tratados com OVA.
Pequena quantidade de infiltrados celulares foi encontrada em animais tratados

com crotapotina.
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Estudo da resposta proliferativa de linfécitos sensibilizados ao peptideo da fracao P2,

da mielina periférica, antes e apds o tratamento com a Crotapotina.

Grupos de oito ratos Lewis foram imunizados com peptideo P2 em CFA e
tratados ou nao com crotapotina e OVA como descrito anteriormente. Quinze dias apds a
imunizagdo, os linfonodos regionais foram retirados e a resposta proliferativa dos linf6citos
estimulados com o peptideo P2 nas concentragdes de 1ug/ml e Sug/ml foi avaliada, em
uma segunda placa foram estimuladas com um mitégeno nao especifico (Con A 2,5ug/ml).
Os resultados, apresentados na Figura 8, demonstram que o tratamento com crotapotina
reduziu a resposta proliferativa tanto para o tratamento oral, quanto para o tratamento
intraperitonial. A administracdo da crotapotina induziu uma depressdo na resposta
proliferativa de linfécitos neuritogénicos, com uma significativa reducao (p<0.001)
observada quando as células foram estimuladas com Spg/ml de peptideo P2. (14860 * 3620
cpm e 24360 4324cpm versus 48240% 5420 cpm e 44630 #6100 cpm) para animais tratados

oral e IP, animais ndo tratados e tratados com OV A respectivamente (Figura 8A).

A supressdo da resposta proliferativa também foi observada quando as células
foram estimuladas com o peptideo P2 na concentragdo de 1pg/ml (126434320 cpm,
22639 * 4356 cpm versus 36435 6789 cpm, 31254 * 5324 cpm ) para animais tratados

com crotapotina oral, IP, tratados com OV A e nido tratados respectivamente ( Figura 8B) .
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Figura 8- Resposta proliferativa de células dos linfonodos de ratos Lewis imunizados com
peptideo P2 em CFA tratados com OVA ou crotapotina. As células dos
linfonodos regionais foram extraidas no pico da doenca, e estimuladas in vitro
com o peptideo P2 em duas concentracdes I1ug/ml (coluna cinza) e
Spug/ml(coluna preta)(Figura 8A). As células também foram estimuladas por

mitégeno ndo especifico, Con A 2.5ug/ml (figura 8B).
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Na parte inicial desse estudo, trabalhamos com sucesso no sentido de implantar
o modelo da EAN. A EAN ¢ basicamente iniciada por uma rea¢do imune mediada por
células (MAURER et al., 2002). Essa observagdo foi confirmada pela inducido da doenga
em animais recipientes normais, através da transferéncia adotiva de linfécitos T CD4" de
ratos imunizados com o peptideo P2. Além disso, comprovou-se a infiltracdo de linfécitos

auto-reativos nas areas de desmielinizacdo nos nervos periféricos.

Uma vez implantado o modelo da EAN foi nosso objetivo verificar o efeito da
administracao de uma fragdo do veneno da Crotalus durissus terrificus na evolugdo clinica
da EAN. Demonstrou-se que a administragdo de crotapotina reduz a gravidade da EAN,
sendo que parte desse efeito protetor se deve a redugcdo da resposta proliferativa de
linfécitos T auto-reativos e a diminuicdo do infiltrado linfocitario no local da lesdo

desmielinizante.

O efeito da administracdo de componentes do veneno de serpentes em doencgas
que acometem o sistema nervoso ja foi descrito anteriormente. Uma iodoacetamida
modificada e nd3o tdéxica derivada de toxinas de serpente induziu resisténcia ao
desenvolvimento da encefalomielite experimental auto-imune (EAE) induzida em cobaias
(HINMAN et al., 1999). Além disso, um fator de crescimento neural, isolado e purificado
do veneno total de Naja naja atra reduziu a degeneragdo de fibras nervosas e melhorou a
regeneragdo de nervos periféricos resultando em recuperacdo funcional da injdria

(LIXB et al., 1999).

Os efeitos precoces da administracdo da crotapotina sugerem a ativacdao do
braco inato da resposta imune, especialmente a ativagdo de mondcitos e macroéfagos
(LANDUCKCI et al., 1995 e LANDUCKCI et al., 2000). Ja € bastante aceito que a resposta
imune inata exerce controle na subseqiiente resposta imune adaptativa agindo na selecdo de
linfécitos com receptores especificos a determinado antigeno, controlando sua ativagdo e
expansio clonal. Estudos revelam uma dicotomia na resposta de células T CD4" tanto Th1

com producgao de IFNy e IL-2, quanto Th2 com producao de IL-4 e IL-5.

Discussdo

45



O balango na produgdo dessas citocinas ativa as células efetoras na resposta
imune adaptativa ( MAURER et al., 2002). A expressdo precoce de IL-12 em macréfagos
ou a producdo de IFNy por células NK promove respostas do tipo TCD4" Thl
(SZABO et al., 2003), enquanto que a presenca de citocinas antiinflamatorias tais como
TGFB e IL-10 podem reduzir uma resposta do tipo Thl (PULENDRAM, 2004;
CHEN et al., 1994).

Foi demonstrado que a crotapotina suprime a transformacao de linfocitos apos a
administracdo oral ou intraperitonial. Em um trabalho anterior, demonstramos um
significativo aumento na producdo de prostaglandina E2 (PGE2) no sobrenadante de
culturas de macréfagos purificados, apds estimulagdo in vitro com crotapotina
(GARCIA et al.,2003). A PGE2 ¢ um potente supressor da resposta proliferativa de
linfécitos e pode inibir a produgdo de citocinas produzidas pelos linfécitos CD4 tipo Thl
(MEYER et al., 2003; KURODA e YAMASHITA, 2003). E possivel que a supressdo da
resposta linfoproliferativa observada nos animais tratados com a crotapotina seja devido,
pelo menos em parte, a aumento da producdo de PGE2 na lesdo desmielinizante. No
modelo EAE, o aumento da produ¢do de PGE?2 no tecido nervoso estd associado com a fase

de recuperagdo da doenga

(KHOURY et al.,1992). Na figura 6, mostramos que a Crotapotina € eficaz
quando administrada nos primeiros dias apds a imunizagdo, ndo tendo o mesmo efeito
protetor quando administrada no décimo primeiro dia apés a imunizagdo (figura 5). E
possivel que outros mediadores liberados na resposta imune inata, além dos metabdlicos
do 4cido araquiddnico, estejam atuando em sinergismo com a PGE?2, inibindo a
proliferacio dos linfécitos auto-reativos nessa fase precoce de indugio da EAN. E
possivel ainda que a Crotapotina atue na migracdao dos linfécitos para o SNP, talvez
inibindo a expressio de moléculas de adesdo. A administracio de Crotapotina nao ¢é
eficiente na fase mais tardia, provavelmente devido ao fato de que nessa fase ja tenha
havido importante expansdo dos linfécitos auto-reativos e ao fato destes ja terem migrado

para o SNP.
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Embora estudos adicionais sobre o efeito da crotapotina na resposta imune
adaptativa sejam necessarios, nesse estudo apresentamos evidéncias de que essa fracdo de
veneno da serpente Cdt atua como agente antiinflamatério, reduzindo a resposta
proliferativa de linfécitos T auto-reativos e a infiltragdo dessas células no sistema nervoso

periférico, resultando na diminui¢do das lesdes desmielinizantes.

Esses achados podem indicar um novo caminho para a protecao neuronal na

SGB e em outras neuropatias inflamatérias desmielinizantes.
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e A EAN € um doenc¢a mediada por células, uma vez que a mesma pode ser
induzida através da transferéncia adotiva de linfécitos neuritogénicos

extraidos de ratos imunizados com o peptideo P2.

e A administragdo de crotapotina, tanto intraperitoneal quanto oral diminuiu os
sinais clinicos da EAN quando comparados com grupos controles

(imunizado/OVA).

e O estudo histolégico de grupos de animais imunizados e tratados ou nao
com crotapotina ou OVA demonstrou uma significativa redu¢do do nimero
e extensdo dos infiltrados de células mononucleares apenas em grupos

tratados com Crotapotina.

e A administracdao da Crotapotina induziu depressao na resposta proliferativa

de linfécitos auto-reativos (neuritogénicos)
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ABSTRACT

Biomedical research in which venom components are being investigated for their potential
as novel therapeutic agents has emerged as an interesting option. Crotapotin which is a
fraction of the venom of the rattlesnake Crotalus durissus terrificus, has been described as
an antinflammatory that acts on the innate arm of the immune response. Here we have
demonstrated that intraperitoneal (IP), as well as oral administration of crotapotin
significantly reduces the severity of experimental autoimmune neuritis (EAN), an
experimental model for Guillain-Barré Syndrome. The reduction of the severity of the
disease is associated with a reduction in the mononuclear cells infiltrating in the sciatic
nerve and a significant decrease in the lymphocyte proliferative response to neuritogenic

peptide.

Key words: demyelination; T cell activation; Experimental autoimmune neuritis; Guillain-

Barré syndrome;

Running title: Crotapotin modify the severity of EAN
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1. INTRODUCTION

Experimental autoimmune neuritis (EAN) is an animal model that in many
aspects resembles an inflammatory demyelinating polyradiculitis known as Guillain-Barré
syndrome (GBS) (Hahn,1996 ; Toyka, 1999). EAN is a sub-acute, monophasic, reversible
polyneuropathy that can be experimentally induced by immunization of genetically
susceptible rats with peripheral nerve tissue in complete adjuvant or with peripheral nerve

components such as PO or P2 peptides (Zou et al.,2000 ; Cavaletti et al., 2000).

In the area of venomology, the envenomation syndromes are the focus of
therapeutic strategies, however biomedical research investigating venom components for
their potential as novel therapeutic agents is an interesting alternative viewpoint (Lewis and
Garcia 2003). An approach using snake venom as a possible therapeutic agent has been
described for many pathologic conditions including neoplasms (Yeh et al., 2001; Kang et
al.,, 1999) and transplantation (Taniguchi et al., 1996). Moreover, toxins have also been
used to modify the clinical evolution of diseases of the nervous system, such as
experimental autoimmune encephalomyelitis (Hinman et al., 1999) and reduce sciatic

nerve damage (LIXB et al., 1999).

The venom of the South American rattlesnake Crotalus durissus terrificus (cdt)
is a mixture of many proteins containing crotoxin (ctx), which represents the major
neurotoxic component of the venom. The crotoxin molecule is composed of two subunits, a

basic weakly toxic phospholipase A2 (PLA2) and crotapotin (Hendon, 1971).

Crotapotin is an acidic and non-toxic subunit of crotoxin, which has been
reported to possess an in vivo anti-inflammatory activity, as demonstrated by the inhibition
of carrageenin-induced rat paw edema (Cardoso et al., 2001; Landucci et al., 1995;
Landucci et al., 2000). We have demonstrated that part of this anti-inflammatory effect is
due to an increase in the production of prostaglandin E2 by the macrophages stimulated by

this fraction of venom (Garcia et al., 2003).

The present study was designed to show the effect of the administration of
crotapotin on the clinical evolution of EAN, as well as on the lymphocyte proliferative

response.
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2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Animals

Six to eight-week old female Lewis rats were obtained from the Harlan Sprague
Dawley Laboratory and were housed and maintained pathogen free in the university animal
facility. All procedures were carried out in accordance with the guidelines proposed by the
Brazilian Council on Animal Care (COBEA) and approved by the Ethical Committee on
Animal Experimentation (CEEA/UNICAMP).

2.2. Antigen

Peripheral myelin P2 (58-81) peptide (TESPFKNTEISFKLGQEFEFTTADNR)
was synthesized by Genemed Synthesis Inc. (San Francisco, CA-USA).

2.3 Venom

Crotalus durissus terrificus venom was provided by Instituto Butantan

(Sao Paulo, Brazil).

2.4. Purification of Crotapotin

The crotapotin from the Crotalus durissus terrificus whole venom was isolated
after two chromatographic procedures. In the first step, the crotoxin was purified from the
whole venom; briefly, 35 mg of whole venom was dissolved in 400 microliter of
ammonium bicarbonate 0.3M, homogenized and clarified by centrifugation at 4500xg for
two minutes. The chromatographic column (Superdex 75, 1x60cm) was equilibrated with
same buffer for 2 hours before the injection of sample. The elution of the venom
compounds were carried out at constant flow rate of 0.2 ml/min and chromatographic run
was monitored at 280nm. The purification of crotapotin was done with a reverse phase
HPLC (0.1x 30cm column of p-Bondapack C18, Waters) using a linear gradient 0-100% of
acetonitrile in 0.1% trifluoroacetic acid (v/v). Briefly, five milligrams of crotoxin fraction

from the Crotalus durissus terrificus whole venom was dissolved in 250 ul of buffer A,
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centrifuged at 4500xg for 2 minutes, and the supernatant was applied on the analytical
reverse phase HPLC, previously equilibrated with buffer A (0.1% trifluoroacetic acetic acid
(TFA) for 15 minutes. The elutions of the proteins were conducted using a linear gradient
of buffer B (66.6% Acetonitrile in buffer A) and the chromatographic run was monitored at
214 nm of absorbance. After elution, the fractions were lyophilized and stored at -40°C. A
discontinuous gel (Tricine SDS-PAGE) was used for evaluation of the purity degree of

crotapotin, as well as for estimation of molecular mass of the protein (Schagger, 1987).

2.5. Crotapotin treatment regimen

A variety of doses of crotapotin were tested and the highest dose that gave a
decrease in P2 peptide-induced EAN without mortality was chosen. The rats received 10
pg/rat via IP and 25 pg/rat via oral route, five times, distributed from three days after

immunization until the development of clinical signs of EAN.

2.6. Immunization and induction of EAN

Lewis rats were immunized with peripheral myelin P2 (58-81) peptide
(Jung et al., 2001), with each animal receiving an injection of 50 g peptide in 0.10 ml of
Complete Freund’s Adjuvant (CFA) containing 4 mg/ml of Mycobacterium tuberculosis
H37RA. Clinical expression was graded on a clinical index scale of 0 to 5 as follows:
Grade 1- limp tail; Grade 2- hind-limb weakness; Grade 3- plegia of both hind limbs; Grade

4- plegia of three or four limbs; Grade 5- moribund.

2.7. Histological evaluation of disease

Sciatic nerve were excised, fixed in 10% buffered formalin and embedded in
paraffin. Sections were stained with hematoxylin-eosin and examined by light microscopy.

Each section was examined blinded for evidence of mononuclear cellular infiltration.
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2.8. Proliferation assay

Lymph node cells were teased into single-cell suspensions in Hanks’ balanced
salt solution (HBSS), washed, and suspended in RPMI 1640 medium supplemented with
5%x10°M 2-mercaptoethanol, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate,
penicillin-streptomycin (Flow lab.-USA), 12,5 mM HEPES buffer (pH=7.4), 0.2%
NaHCOs, and 4% fetal bovine serum (Hyclone laboratories, Okla- USA). The cells were
cultured, 10’ per well, in 96 well flat-bottom culture plates in the presence of two different
concentrations of the P2 peptide (1 g/ml and 5 pg/ml) and nonspecific mitogen Con A
(2.5 pg/ml). Cells were incubated for 144 h with neuritogenic peptide and 72 h with Con A,
in an humidified, 5% CO, atmosphere at 37°C, pulsed with 1.0 Ci of *H Thymidine per
well, and harvested 18 hours later with a cell harvester. The incorporation of *H thymidine

was assessed by standard liquid scintillation techniques.

2.9. Statistical analysis

Statistical analysis was performed with Mann-Whitney U-test and a two-tailed

Wilcoxon rank sum test. A p value smaller than 0.05 was taken as significant.

3. RESULTS
3.1. Purification of Crotalus durissus terrificus venom by RP-HPLC

The crotapotin was purified at high molecular degree after two chromatographic
procedures. The whole crotoxin was obtained using the molecular exclusion HPLC
(Figure 1a). This fraction showed a moderate PLA, activity in presence of adequate
substrate according to the method previously described (Toyama et al., 2003). After free
drying, crotoxin was subjected to reverse phase HPLC chromatography that resulted in
crotapotin isoforms F5 and F7 that correspond to the main crotapotin fraction (Figure 1b).
This protein appears as one protein band with molecular mass of 9 kDa (Figure 1c). The
positive identification of crotapotin was confirmed by ability of this protein to inhibit the

enzymatic activity of isolated PLA2 (Figure 1c¢).
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3.2. Effect of in vivo treatment with crotapotin on EAN evolution

The effect of the administration of crotapotin on the course of EAN was
evaluated. The venom fraction and the protein control ovalbumin (OVA) were administered
IP daily, in 5 doses of 10 g/each, the first applied 3 days after immunization with P2
peptide/CFA. The venom fraction was also administered in 5 doses of 25 ug/rat, via oral
route. Four groups of 10 rats were used. The clinical scores of the untreated control
(3.4.040. 4) and protein control (3.0+0.3) were significantly greater (p<0.001) than those of
rats in the groups treated with crotapotin given IP (1.6 £0.40) and (1.1 + 0.3) via oral route.
(Figure 2). No significant difference was observed between the untreated group and that

treated with OVA(p>0.05).

3.3. Histopathological findings:

Histopathological examination revealed infiltrations of inflammatory cells into
the sciatic nerve in the group immunized with P2 peptide without treatment, or treated with
irrelevant protein ovalbumin (OVA), while fewer inflammatory cells infiltrated in the group

treated with crotapotin either by IP or oral routes (Figure 3).

3.4. Effect of treatment on proliferative response

The Lewis rats were immunized with P2 peptide/CFA and treated with
crotapotin as described above. Fourteen days after immunization, the lymph nodes were
stimulated in vitro with the P2 peptide (0.5 png/ml and 5 pg/ml) as well as with nonspecific
mitogen (Con A). The results showed that the treatment with Crotapotin reduced the
lymphocyte proliferative response of the rats treated either orally or by intraperitoneal route
starting three days after immunization. The in vivo administration of crotapotin induced
depression of proliferative response of lymphocytes from rats (8 in each group) with a
significant reduction (p<0.001) observed when cells were stimulated with 5 pg/ml of P2
peptide (14860+£3620 cpm and 24360+ 4324 cpm versus 48240 +5420 cpm and 44630
+6100 cpm) for the treated rats orally and IP, untreated animals and treated with OVA

respectively. Similar suppressive proliferative response was also observed when the cells
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were stimulated with the neuritogenic peptide in the concentration of 0.5 pg/ml
(1264314320 cpm, 22639+4356 cpm versus 3643516789 cpm, 3125415324 cpm) for orally

treated, IP, untreated rats and treated with OVA.

The in vivo administration of crotapotin also reduced significantly (p<0.001)
the proliferative response of lymphocytes stimulated with 2.5 pug/ml of Con A
(27620« 3730 cpm, 68124 +7400 versus 98340 +12420 cpm and 96840+ 11740 cpm) for

animals orally treated, IP treated, untreated and treated with OV A respectively.

4. DISCUSSION

The present study demonstrates that the administration of crotapotin, a fraction
of the venom of the Crotalus durissus terrificus reduces the severity of EAN, with part of
this protective effect due to a reduction of the proliferative response of autoreactive T

lymphocytes.

EAN is basically initiated by a cell-mediated immune reaction, since the
adoptive transfer of lymphocytes from a P2-immunized rat to a naive recipient causes EAN
(Maurer, 2002). We have confirmed the importance of the participation of lymphocytes by
demonstrating that the tissue damage in EAN is characterized by intense endoneurial

infiltration of mononuclear cells accompanied by significant nerve lesions.

Treatment with crotapotin either by IP or oral routes leads to a significant
reduction in the severity of disease associated with a reduction in inflammatory infiltration
by mononuclear cells. The effect of snake venom components on the nervous system
diseases has previously been described. A nontoxic iodoacetamide-modified derivative of
snake toxin was found to induce resistance to experimental autoimmune encephalomyelitis
in the guinea pig model (Hinman et al., 1999). Moreover, a nerve growth factor isolated
and purified from the venom of Naja naja atra reduced the degeneration of nerve fibers and
enhanced peripheral nerve regeneration and the consequent functional recovery from injury

(LIXB et al., 1999).
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The early effects of injection of the crotapotin suggest the activation of the
innate arm of the immune response, especially to activation of monocytes/macrophages
(Cardoso et al., 2001; Landucci et al., 1995; Landucci et al., 2000). It is now well
established that the innate immune response controls the subsequent adaptative immune
response by acting on the selection of lymphocytes bearing antigen receptors and ensures
that lymphocytes specific for determinate antigen are activated and clonally expanded.
Studies have revealed a dichotomy of CD4 T cell responses as either T helper (Thl) with
IFNy and IL2 production or T helper 2 (TH2) with IL4 and IL5 production, with early
cytokines of the innate immune response capable of promoting the subset of adaptive
response (Maurer, 2002). Early IL- 12 expression on macrophages or the production of
IFNy by NK cells promotes CD4 Thl type responses (Szabo et al., 2003), while the
presence of anti-inflammatory cytokines such as TGFf and IL10 can shut down a Thl

response (Pulendran, 2004; Chen et al., 1994).

We have demonstrated that crotapotin suppresses the lymphocytes
transformation after in vivo oral or IP administration. In a previous report, we also showed
a significant increase in PGE2 production in the supernatant of a culture of purified
macrophages after in vitro stimulation with crotapotin (Garcia et al., 2003). The PGE2 itself
is a potent suppressor of the proliferative response of lymphocytes and inhibits the
production of Thl cytokines (Meyer et al., 2003; Kuroda, 2003). In the EAE model, an
increase in of the production of PGE?2 in the nervous tissue is associated with the recovery
phase of the disease (Khoury et al., 1992). Since both EAE and EAN are caused by Thl
type lymphocytes (Lider et al., 1989; Stoll et al., 2004), any approach reducing the

functioning of these cells may result in a reduction in the severity of the disease.

Although further studies on the mechanisms involved in the effects of
crotapotin in the adaptative immune response are necessary, we present evidence that this
fraction of snake venom acts as an antinflammatory agent, reducing the proliferative
response of autoreactive T lymphocytes and consequently reducing the damage of
autoimmune reactions in EAN. These findings may indicate a novel avenue for neuronal

protection in GBS and other inflammatory demyelinating neuropathies.
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Figure 2.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Fig. la. Molecular size chromatography of whole venom subjected on the
Superdex 75 column that give six main fractions names as crotacetin, giroxin, crotoxin and
crotamine. After the chromatographic elution, Crotoxin fraction was subjected to new
chromatography in the reverse phase HPLC. In this chromatographic condition, several
peaks names as F5, F7 (crotapotin isoforms) and F15, F16 and F17 (PLA2 isoforms) were
obtained. The F7 accounts for approximately 72% of whole crotapotins isoforms (Fig. 1b)

and its molecular molecular mass was estimated at 9 kDa (Fig. 1c¢).

Figure 2. Clinical scores of EAN in Lewis rats treated in vivo with crotapotin. Treatment
with crotapotin/rat in five doses(10 pg/rat IP and 25 pg/rat via oral) was initiated on day 3
followed by immunization with P2 peptide /CFA on day 0. Ovalbumin (OVA) was

administered under the same conditions.

Figure 3. Histological examination of the sciatic nerve of rats immunized with P2 peptide
alone (1,1A and 1B) or after treatment with OVA (2,2A and 2B) crotapotin IP (3,3A and
3B) and crotapotin oral (4,4A and 4B) counterstained with hematoxylin. The nerves from
immunized rat alone were indistinguishable from nerves from animals treated with
irrelevant protein (OVA). Few inflammatory cells infiltrated were observed in

crotapotin-treated animals.

Figure 4. Effect of administration of crotapotin and irrelevant protein (OVA) on
proliferative response of lymph nodes cells stimulated with P2 peptide. Lewis rats treated
with crotapotin or irrelevant protein (OVA) in vivo were immunized with P2 peptide in
complete Freund adjuvant (CFA); lymph nodes cells were removed at the peak of the
disease, cultured and stimulated in vitro with P2 peptide in the concentrations of 0.5 pg/ml
(dashed column) and 5 pg/ml (black column) (Figure 4A). The mononuclear cells were also

stimulated with nonspecific mitogen (Con A 2.5 pg/ml) (Figure 4B).

Anexo

76



