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RESUMO

Os acidentes gerados pelos animais aquaticos, marinhos e fluviais, sdo muito comuns e a maioria
deles ocorre de maneira ocasional gerando processos dolorosos como necroses, mutilacdes,
perda de movimento e até morte. A sintomatologia dos acidentes gerados por peixes marinhos é
amplamente conhecida; entretanto, ainda sdo poucos os estudos de caracterizacdo dos acidentes
provocados por peixes de agua doce. A maioria dos acidentes envolvendo animais aquaticos no
Brasil é causada por bagres marinhos e de agua doce. Pimelodus maculatus é um peixe de agua
doce muito comum nas bacias brasileiras, responsavel pela maioria dos acidentes, principalmente
entre os pescadores. As caracteristicas do veneno e seus mecanismos patoldgicos sdo pouco
conhecidos. No presente estudo, foram caracterizados os principais efeitos (dor e edema)
causados pelo extrato proteico do ferrdo do peixe P. maculatus. Em termos de concentragcdo de
proteina, estima-se que o extrato proteico de um ferrdo de P. maculatus contém aproximadamente
100 pg de proteina (equivalente a 62,5% do peso seco do extrato aquoso), provavelmente a
quantidade de material proteico envolvido no envenenamento. O extrato proteico de um ferrdo de
P. maculatus gerou um acentuado efeito nociceptivo e edematogénico. O efeito inflamatério
observado esta relacionado a alteracdes na permeabilidade vascular e a expressdo dos

mediadores inflamatérios IL- 1B, IL- 6 e anti-inflamatdrio IL-10.

Além disso, o extrato proteico do ferrdo do peixe P. maculatus induziu uma pequena diminuig&do na
forca de contragcdo no coragédo in situ em ré na dose de 200 pg, e ndo provocou hemorragia ou
alteracdes nos tempos de coagulacdo (tempo de protrombina e tromboplastina parcial ativada),
mas induziu alterac¢des significativas nos niveis de CK e CK-MB em camundongos. Foi observada
acao proteolitica sobre caseina, elastina e colageno, evidenciando a presenca de proteases no
veneno que favorecem sua difusdo no tecido, que consequentemente favorece o envenenamento.
Portanto, o presente estudo apresentou uma correlagdo entre o0s efeitos obtidos
experimentalmente e os principais sintomas observados nos acidentes com o peixe P. maculatus,

em decorréncia s6, da a¢do bioldégica do extrato proteico do ferrdo.

Palavras chave: atividade cardiotoxica, atividade edematogénica, atividade inflamatoria (Bagre,

Pimelodus maculatus, peconha)



ABSTRACT

Accidents generated by marine and freshwater animals are very common, and the most of them
occur accidentally generating painful processes such as necrosis, mutilation, loss of movement and
even death. The symptoms of accidents generated by marine fish are widely known; however, there
are few studies to characterize accidents caused by freshwater fish. Most accidents involving
aquatic animals in Brazil is caused by marine and freshwater catfish. Pimelodus maculatus is a very
common freshwater fish in Brazilian basins, responsible for most accidents, mainly among
fishermen. The characteristics of the venom and its pathological mechanisms are poorly
understood. In this study, the mainly effects (pain and edema) generated by protein extract of thorn
of P. maculatus fish. It is estimated that the protein extract of P. maculatus thorn contains about
100 ug of protein (equivalent to 62.5% of the dry weight of the aqueous extract), probably the
amount of protein material involved in the envenomations. The protein extract of P. maculatus
generated a strong nociceptive and edematogenic effect. The inflammatory effect is related to
changes in vascular permeability and expression of inflammatory mediators IL-1(3, IL-6 and IL-10

anti-inflammatory.

Moreover, the protein extract of thorn of P. maculatus fish induced a slight slight decrease in the
contraction force in in situ frog heart at dose of 200 ug, did not cause hemorrhage or alterations in
clotting times (prothrombin time and activated partial thromboplastin time), but induced significant
changes in the levels of CK and its isoenzyme CK-MB in mice. A proteolytic activity was observed
for casein, elastin and collagen, indicating the presence of proteases in the venom favoring its
diffusion in the tissue, which help the poisoning. Therefore, the present study present a correlation
between the effects obtained experimentally and the main symptoms observed in accidents

provoked by P. maculatus, as a result only of the biological action of the protein extract thorn

Keywords: cardiotoxic activity, edematogenic activity, inflammatory activity, (catfish, Pimelodus

maculatus, venom)
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1. INTRODUCAO

1.1. PEIXES PECONHENTOS

Os peixes constituem quase 50% dos vertebrados sobre a Terra, classificados em Chondrichthyes
e Osteichthyes, sendo os peixes 6sseos agrupados em 445 familias e 50 ordens que contém cerca
de 32.900 espécies de peixes (Froeser e Pauly, 2012). Dentro das 3.740 espécies que se sugerem
ser peconhentas (Smith e Wheeler, 2006), 600 espécies sdo peixes marinhos (arraias, peixe-
escorpido, peixe-zebra, peixe- pedra, peixe-sapo etc.) e alguns peixes de agua doce como os
bagres (Smith e Wheeler, 2006).

Quanto a sua toxicidade, os peixes podem ser agrupados em peixes venenosos ou peconhentos.
Os primeiros obtém sua toxicidade incorporando toxinas de plantas, algas ou outros organismos
por meio da alimentagdo ou possuem vias metabélicas para producdo dos seus venenos. Como
exemplos podemos citar o baiacu papagaio (Colomesus psittacus), o peixe mero (Epinephelus

marginatus) e barracuda (Sphyraena barracuda) (Grund, 2009).

Peixes peconhentos sdo aqueles que apresentam glandulas ou tecidos especializados para a
producdo e secrecdo de substancias téxicas, além de um sistema especial para a inoculacdo
destas (Russell, 1996). Como exemplo, podemos citar os peixes Niquim (Thalassophryne

nattereri), peixe-pedra (Synanceia trachynis) e peixe-escorpido (Scorpaena plumieri).

Dentre os peixes marinhos considerados mais perigosos estdo aqueles pertencentes a familia
Scorpaenidae, incluindo os géneros Pterois, Synanceia e Scorpaena (Russell, 1996; Smith e
Wheeler, 2006). Dentre os peixes de dgua doce causadores de acidentes, aqueles que pertencem
a familia dos bagres (Ariidae) s&o os mais comuns no Brasil (Haddad Jr, 2003). Todos utilizam sua
peconha para autodefesa e protecdo (Gwee et al.,1994), e nos envenenamentos geram uma
sintomatologia clinica caracterizada pela presenca de efeitos locais que incluem dor, edema,
eritema e, em alguns casos, necrose (Haddad Jr, 2000). Entretanto, as manifestacfes sistémicas
como as desordens cardiorrespiratorias também podem ser observadas, principalmente, nos

acidentes envolvendo peixes da familia Scorpaenidae (Figueiredo et al., 2009).



1.2. SISTEMA INOCULADOR DA PECONHA DE PEIXES

O aparelho inoculador da pegonha dos peixes pegonhentos consiste em uma estrutura béasica
chamada espinho: uma estrutura 6éssea coberta por um tecido tegumentar que contém as células
secretoras do veneno. Uma vez que o espinho perfura o tecido da vitima em um acidente, o tecido
tegumentar é lesionado e a peconha é liberada no interior da ferida. O sistema de inoculacédo da
peconha responde a uma acdo mecanica completamente involuntaria ao invés de uma expulséo

controlada e dosificada da peconha (Maretec, 1998).

O espinho pode se localizar nas nadadeiras dorsais, peitorais, operculares, pélvicas e anais,
dependendo da espécie (Williamson, 1995), exceto no peixe yellow tail fang blennie (Meiacanthus
nigrolineatus) que possui um dente venenoso. Espinhos venenosos podem ser observados em
peixes 6sseos e cartilaginosos, como as arraias. Algumas espécies apresentam espinhos mais
desenvolvidos que outras, como por exemplo, 0 peixe Synanceia spp, cujo espinho contém
glandulas e condutos especializados para o transporte da peg¢onha. Em outras espécies, 0
aparelho venenoso é menos desenvolvido e s6 tem um espinho associado a células secretoras da
peconha (Church e Hodgson, 2002). Além disso, espécies de peixes também tém a capacidade de
secretar sustancias produzidas e armazenadas na prépria pele, as chamadas crinotoxinas, que

podem entrar em contato com a ferida no envenenamento (Thulesius et al., 1983).

O aparato de peconha dos bagres e mandis é constituido por ferres 0sseos localizados nas
nadadeiras dorsal e peitoral. Esses ferrbes séo ligeiramente arqueados e afilados nas por¢bes

anterior e posterior apresentam uma margem retrosserrilhada (Figuras 1, 2) (Wright, 2009).

Figura 1. Ferrdo peitoral de um bagre. S= espinho peitoral, ps = margem serrilhada posterior, gt =
tecido glandular (Wright, 2009).



Figura 2. Ferrao dorsal do bagre Plotosus lineatus (Huang et al., 2013).

z

O ferrao é envolvido por uma fina camada de pele, chamada bainha tegumentar.
Macroscopicamente ndo ha evidéncia de glandula de pegonha, porém é possivel identificar por
microscopia que, no terco médio do ferrdo, a pele divide-se em trés areas distintas: uma bainha
tegumentar, uma pocéo intermediaria 6ssea e um canal central. A bainha tegumentar constitui-se
de uma camada espessa de epiderme e uma fina camada de derme. As células glandulares que
compreendem as células responsaveis pela producdo da peconha estdo entre as camadas da

epiderme e derme, e concentradas nas margens antero e péstero-lateral do ferrdo (Halstead,1971).

1.3. COMPOSIGAO QUIMICA DAS PEGCONHAS DE PEIXES

A maior dificuldade na realizacdo de pesquisas com peconhas de peixes €é a dificuldade da captura
dos espécimes e extracdo da peconha (Khoo, 2002), principalmente devido a sua possivel
natureza labil (Schaeffer et al., 1971; Carrijo et al., 2005). A grande maioria das toxinas isoladas de
peixes séo proteinas termolabeis de alta massa molecular, entre 10 e 800 kDa (Figueiredo et al.,
2009), o que também dificulta sua purificagdo e estudo (Garnier et al., 1995; Church e Hodgson,

2002a).

As poucas toxinas que tém sido estudadas com sucesso, principalmente as isoladas das pegonhas

dos peixes marinhos, possuem atividade letal devido a sua alta toxicidade, como exemplo as



toxinas das peconhas dos peixes do género Synanceia, que sdo altamente toxicas quando
comparadas as toxinas das peconhas dos peixes dos géneros Pterois e Scorpaena (Poh et al.,
1992). Dentre as espécies pertencentes a familia Batrachoididae, o peixe-sapo (Thalassophryne
nattereri) e o peixe-pipe (Thalassophryne maculosa) sdo as de maior importancia toxinoldgica

(Lopes-Ferreira et al., 1998; Sosa-Rosales et al., 2005).

Além dos compostos proteicos, sabe-se que as peconhas contém aminas biogénicas,
noradrenalina (NA), dopamina (DA) e triptofano (Trp), conforme descrito nas peconhas dos peixes
do género Synanceia (Garnier et al.,, 1995; Church e Hodgson, 2002a). Além disso, foram
descritas serotonina na pegonha do peixe-soldado (Gymnapistes marmoratus) (Hopkins et al.,
1997) e altas concentra¢des de histamina e catecolaminas com atividade de colinesterase na

peconha do peixe-aranha (Trachinus draco) (Haavaldsen e Fonnunem, 1963).

A peconha dos peixes-pedra (Synanceia trachynis, S. horrida e S. verrucosa) contém
catecolaminas (Garnier et al., 1996) e uma variabilidade de atividades enziméticas (Khoo, 2002).
Além disso, acredita-se que a peconha dos peixes- pedra (Synanceia trachynis) (Church e
Hodgson, 2002a) e o peixe-ledo (Pterois volitans) possuem acetilcolinas ou colinomiméticos
(Church e Hodgson, 2002b).

Grande parte dos trabalhos com caracterizagdo de peconhas de peixes € realizada com animais
marinhos, e a geragdo de dados sobre envenenamentos por peixes de agua doce apresenta pouca
relevancia epidemiolégica (Haddad Jr, 2003); no qual a maioria dos acidentes com esses animais
ndo sao letais em comparacdo aqueles causados por animais marinhos. Ainda assim, 0s poucos
estudos com pecgonhas de peixes de 4gua doce descrevem uma sintomatologia muito parecida a
gerada por animais marinhos, portanto, é possivel que essas peconhas apresentem alguns
compostos similares (Meier e White, 1995; Nonato et al., 1996; Haddad Jr, 2000) e dessa forma,
estudos com a pegonha de peixes dulcicolas podem revelar uma ampla fonte de novas toxinas ou

compostos importantes para entender melhor seus efeitos no envenenamento.

1.4. ESPECIE DE ESTUDO Pimelodus maculatus

A espécie Pimelodus maculatus (Lacepéde, 1803) (Figura 3) pertence a classe Actinopterygii, da
ordem Siluriforme, familia Pimelodidae, e, como outros bagres, caracteriza-se morfologicamente
por apresentar ferrdes cobertos por um muco téxico nas nadadeiras peitorais e dorsais (Cemig e
Cetec, 2000; Wright, 2009) Conhecido popularmente como mandi-amarelo (Haddad Jr et al.,
2012), P. maculatus pode alcancar de 40 a 50 cm de tamanho e um peso corporal de 1,5 a 2 kg
(Ihering e Wright, 1935).



Essa espécie esta presente na regido neotropical com uma ampla distribuicdo nas bacias dos rios
sul-americanos (Fowler, 1951), e habita no fundo dos rios com uma dieta variada constituida de
larvas de insetos, algas, moluscos, peixes e fragmentos de vegetais (Bennemann et al., 2000). Ele
€ responsavel por cerca de 80% dos acidentes em pescadores profissionais e populagao ribeirinha,
no qual a maioria das lesGes (90%) ocorrem nas maos das vitimas que manipulam o animal de
forma errbnea, sofrendo uma dor intensa, instantdnea e latejante, com presenca de edema e
eritema no local da ferida persistindo por cerca de seis a oito horas, e subsequente inflamacéo e
infeccdo (Haddad Jr e Lastoria, 2005).

Figura 3. Pimelodus maculatus (llustragdo: Alvaro Nunes)

Até a data, estudos realizados com o peixe P. maculatus tém avaliado, principalmente, os aspetos
ecolégicos e reprodutivos da espécie presente nos estados de Goias, Minas Gerais e na cidade de
Rio de Janeiro (Albuquerque et al., 2008; Arantes et al.,, 2013 ; Sabinson et al.,, 2014) e a

caracterizagdo genética da espécie no Uruguai (Ribolli et al., 2012).

1.5. ACIDENTES E MANIFESTACOES CLINICAS DO ENVENENAMENTO

Os acidentes gerados pelos animais aquaticos, marinhos e fluviais sdo muito comuns, e a maioria
deles ocorre de maneira ocasional gerando processos dolorosos como necroses, mutilacdes,
perda de movimento e até mortalidade (Haddad Jr, 2004), sendo a sintomatologia dos acidentes
gerados por peixes marinhos, amplamente conhecida. Por exemplo, 0 peixe-escorpido (Scorpaena
plumieri), cujo veneno contém proteinas citotoxicas e neurotoxicas, gera como sintomatologia
clinica vomitos, estresse respiratdrio, taquicardia e uma intensa dor; e o peixe-pedra (Synanceja

verrucosa), Cujo envenenamento caracteriza-se por gerar abcessos cutaneos, necroses, dor,



edema pulmonar entre outros (Kizer et al., 1985; Haddad Jr, 2003). Entretanto, ainda sdo poucos

os estudos de caracterizagao dos acidentes causados por peixes de agua doce.

No Brasil, os principais peixes causadores de acidentes em humanos s&o as raias marinhas
(Dasyatis guttata, D. americana, Gymnra micrura), raias fluviais (Potamotrygon falkneri, P. motoro),
os bagres (Bagre bagre, B. marinus), mandis (Genidens genidens, Pimelodella brasiliensis,
Pimelodus maculatus), peixe—escorpido (Scorpaena brasiliensis e S. plumeri), e niquim ou peixe—
sapo (Thalassophryne natterreri, T. amazonica) (Haddad Jr, 2003; Faco et al., 2005; Haddad Jr e
Martins, 2006; Haddad Jr et al., 2013).

Os acidentes causados pela familia dos bagres (Ariidae) sdo os mais comuns no Brasil (Haddad Jr,
2003), dentre os quais 25% sdo causados por animais marinhos (Meier e White, 1995; Nonato et
al., 1996; Haddad Jr, 2000). Esta familia é composta por 153 espécies, distribuidas em 20 géneros,
sendo que 0s mais importantes no Atlantico Sul sdo Arius, Cathorops, Hexanematichthyes, Bagre e

Genidens, sendo esses géneros relacionados com os acidentes no Brasil (Nelson, 2006).

De um total de 200 acidentes registrados em rios e lagos no Brasil, 40% sdo causados por bagres
e mandis, 5% por arraias e o restante por peixes traumatizantes como piranhas e trairas (Haddad
Jr, 2000). Os bagres dulcicolas, que sdo os maiores responsaveis pelos acidentes, especialmente
os pertencentes a familia Pimelodidae (mandijubas e mandis) (Haddad Jr, 2003), geram uma
sintomatologia clinica muito parecida as registradas para os bagres marinhos (Meier e White, 1995;
Nonato et al., 1996; Haddad Jr, 2000). Essa familia compreende os peixes de agua doce
neotropicais, com 29 géneros descritos abrigando 94 espécies (Ferraris Jr, 2007), sendo o género
Pimelodus (figura 3), o mais diversificado com 29 espécies descritas (Ribeiro et al., 2008). Outros
peixes como o0s pintados, jaus e armaus apresentam ferrdo, porém ainda ndo se tem registro de

que apresentem sustancias toxicas (Haddad Jr, 2003).

Bagres e mandis sdo os principais causadores de acidentes com peixes no Brasil, sendo que 70%
dos acidentes com animais aquaticos notificados estdo relacionados com os bagres marinhos, e,
em agua doce, este indice pode chegar a 90% dos acidentes notificados (Garrone et al., 2005;
Haddad Jr e Martins, 2006). As principais espécies envolvidas sdo o pintado (Pseudoplatystoma
corruscans), cachara (Pseudoplatystoma fasciatum), mandi-amarelho (Pimelodus maculatus) e
mandi-chordo (Pimelodella spp) (Haddad Jr, 2003; Haddad Jr e Lastéria, 2005; Lopes-Ferreira et
al., 2014).

Em regi6es continentais brasileiras, os peixes possuem grande importdncia na pesca de
subsisténcia realizada pelos ribeirinhos além da pesca esportiva que tem grande relevancia em
algumas regibes (Silva et al., 2010), como por exemplo, nas bacias do Alto Paraguai — BAP,
Araguaia-Tocantins — ATO e Alto Parand — APA, principalmente nos municipios da regiao

pantaneira. Nesse Ultimo, a pesca € a segunda atividade de sustento econdmico (Resende, 1988;
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Sabino e Prado, 2006). Adicionalmente, na regido do Pantanal e Mato Grosso do Sul, a pesca

esportiva, profissional e comercial é de alta importancia econémica (Amancio, 2008).

Diversas espécies venenosas sdo encontradas frequentemente nas redes de pescadores e alguns
animais sdo descartados em aguas rasas ou na areia, o que leva ao aumento do risco dos
acidentes (Haddad Jr, 2003). A manipulacdo errbnea de animais ou itens de decoracdo de
aquarios também leva ao aumento desse numero. Infelizmente, as informacfes dos mecanismos
de trauma do envenenamento sdo escassas ou simplesmente ndo estédo disponiveis (Haddad Jr et
al., 2012). Podem ser citados como exemplo, os mandis e bagres, tanto os de habitos marinhos

guanto os encontrados em areas fluviais (Haddad Jr, 2004).

A maioria das espécies pertencentes a ordem Siluriforme apresenta ferrdes 6sseos nas nadadeiras
dorsais e peitorais, responsaveis por lesdes em pescadores. Quando o ferrdo penetra no tecido da
vitima, o rompimento do tecido glandular libera toxinas capazes de causar como sintomatologia
clinica uma intensa dor, que também pode ocorrer devido a presenga de resquicios do ferrdo que
permanece no local da lesdo (Haddad Jr, 2000; Haddad Jr, 2003).

Esses resquicios podem ser indicados pela presenca de fendmenos inflamatérios locais. Outras
caracteristicas dos acidentes sdo o edema e eritema que perduram de 6 a 8 horas (Haddad Jr e
Lastdria, 2005), e subsequente presenca de infeccdo secundéria principalmente por estafilococus,
estreptococos e bactérias como Vibrio vulnificus e Aeromonas hydrophila, responsaveis pelas

infeccBes mais graves (Haddad Jr, 2000; Cardoso et al., 2004).

Outro mecanismo de envenenamento apresentado pelos bagres ocorre por meio das chamadas
crinotoxinas, as quais estdo relacionadas no muco da pele dos peixes, e ndo estdo associadas a
nenhum tipo de inoculagdo. Acredita-se que estas toxinas sdo 0s precursores evolucionarios
daquelas presentes nos ferrdes dos siluriformes (Shepherd et al., 1994; Church e Hodgson, 2002).
Estudos recentes demonstraram que muco e ferrdo possuem componentes diferentes capazes de
desencadear reacdes inflamatorias em animais de laboratorio; porém, o papel das crinotoxinas no
envenenamento ainda ndo esta totalmente esclarecido (Junqueira et al., 2007; Ramos et al.,
2012).

No Brasil, h4 uma relacé@o inversa entre a frequéncia e a gravidade dos acidentes causados por
bagres, arraias e peixes-escorpido, sendo os acidentes com bagres e arraias mais comuns e de
gravidade média. Os acidentes com peixes-escorpido sdo mais raros, porém, muito graves
(Haddad Jr, 2003), sendo a maioria das vitimas, pescadores que requerem longos periodos de

cuidado.

A maioria dos pescadores ndo sao contribuintes de um sistema de saude, o que restringe seu

acesso a um tratamento oportuno e adequado a doenca; e portanto, podem permanecer ausentes



por varios dias do local de trabalho, gerando dificuldades econémicas intrafamiliares (Garrone Neto
etal.,, 2005).

A presenca de animais venenosos € desproporcional ao tamanho da rede fluvial brasileira, que é
considerada a maior do mundo (Haddad Jr, 2003). Os estudos sobre acidentes ocasionados por
animais aquaticos possuem resultados dispersos e pouco elucidados em termos epidemiol6gicos,
sintomaticos e terapéuticos, onde a maioria disponivel tem como foco o estudo da peconha de
peixes continentais, incluindo as arraias (Charvet-Almeida et al., 2002; Carvalho, 2003; Haddad Jr,
2004; Garrone Neto e Haddad Jr, 2009). N&do existe at¢ o momento nenhum trabalho de
caracterizagdo farmacoldgica com P. maculatus, considerada a responsavel pela maioria dos

acidentes com peixes do Brasil.

1.6. ATIVIDADE FARMACOLOGICA DA PECONHA DOS PEIXES

A producéo de toxinas pelos animais aquaticos se estabelece como uma estratégia importante que
assegura a sobrevivéncia dos mesmos num ecossistema diverso e altamente competitivo. Esses
animais produzem um grande niumero de metabdlitos, cujas combinagfes tém como resultado uma
ampla variedade de moléculas complexas, como peptideos e proteinas cujas propriedades
quimicas e farmacolégicas sédo diferentes daquelas apresentadas pelo veneno dos animais

terrestres (Russell, 1971).

Essas espécies podem produzir um envenenamento severo associado a uma dor intensa,
alteracdes cardiovasculares, alteragdes neuromusculares, atividades citoliticas e hemolitica, cujos
compostos sdo farmacologicamente ativos e podem servir como novas ferramentas para

investigacdo (Church e Hodgson, 2002).

O extrato proteico dos ferrdes de bagres caracteriza-se por apresentar compostos hemoliticos,
necréticos, edematogénicos e vasoespasticos, 0s quais podem ser labeis ao calor, pH e liofilizacdo
(Venkaiah e Lakshmipathi, 2000). As crinotoxinas, outra fonte de toxinas presentes na epiderme do
peixe, podem revestir o ferrdo e ser introduzido na ferida (Shiomi et al., 1988). Tanto as
crinotoxinas como o veneno podem induzir uma reagdo inflamatdéria local, eritema, dor, hemorragia
e edema (Junqueira et al., 2007). As manifestacdes sistémicas ndo sdo uma sintomatologia comum
nos acidentes (Blomkalns e Otten, 1999), no entanto, sequelas incapacitantes, incluindo a
amputacdo da parte do corpo afetada devido a uma grave necrose no tecido, e morte tém sido
relatadas (Baack et al., 1991).



1.6.1. Atividade inflamatéria e nociceptiva
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A fungdo fisiologica da dor € alertar o cérebro sobre alteracdes na homeostase fornecendo
informagdo sobre o estimulo causador do dano tecidual, tendo origem nas fibras nervosas
sensoriais periféricas através da ativacdo de nociceptores, que transmitem a informagcédo do
sistema nervoso periférico (SNP) para o sistema nervoso central (SNC). A nocicepcao processa o
estimulo nocivo no sistema nervoso e ativa 0s neurdnios nociceptivos primarios, por meio de
terminacfes nervosas livres no sistema nervoso periférico, respondendo a estimulos mecanicos,
térmicos e quimicos. Esses estimulos ativam as vias periféricas da dor, além de varios mediadores
inflamatérios que estdo envolvidos na severidade, manutencdo e génese da sintomatologia
(Cummins e Rush, 2007).

O reconhecimento inicial da ferida leva a producédo e liberagdo de mediadores como histamina,
serotonina, citocinas e outras substancias que podem atuar nas fibras sensoriais, induzindo a dor
pela acéo direta em receptores pro-nociceptivos e/ou canais idnicos (Woolf, 2004; Giordano, 2005),
ou atuando na sensibilizac&o inicial das fibras aferentes priméarias que reduz seus limiares para
uma resposta a um estimulo de menor intensidade, fendmeno conhecido como hiperalgesia

(Brown e Passmore, 2010).

Além desses mediadores, a liberacéo de catecolaminas por meio do sistema simpatico leva a uma
inflamac&o neurogénica (Haddad JJ, 2007; Rittner et al., 2008a). As citocinas, uma classe de
mediadores da resposta inflamatoria com grande importancia, sdo produzidas praticamente por
qualquer tipo de célula (Hopkins, 2003; Dinarello, 2000).

As citocinas sdo mediadores importantes no sistema imunolégico humano e estdo associadas ao
desenvolvimento dos processos inflamatérios (Boutros et al., 2008), que levam a defesa do
organismo, por meio do envio de sinais quimicos entre as células (Nemsek et al., 2001). Trata-se
de proteinas de baixa massa molecular, entre 8 e 40.000 Da, responsaveis por regular as
respostas infeciosas, imunes, inflamatdrias e trauméaticas (Dinarello, 2000), que podem ser
enquadradas em diversas categorias de acordo com suas fun¢des: interferons (IFN), interleucinas
(IL), fator estimulador de colbnias (CSF), fator de necrose tumoral (TNF) e fator de transformacao
de crescimento (TGF), produzidas principalmente pelos monécitos, macréfagos e linfcitos
(Nemzek et al., 2001).

Algumas citocinas promovem a inflamacgéo e sdo conhecidas como citocinas pro- inflamatérias (IL-
1B; IL-6; TNF-a), enquanto outras suprimem a atividade das citocinas pro-inflamatorias, as

chamadas citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-10, e I1L-13) (Dinarello, 2000).



As citocinas pro-inflamatérias sdo produzidas principalmente pelos mondcitos e macréfagos
ativados durante as respostas imunes inatas. A citocina IL-1B é produzida por mondcitos e
macréfagos, mas também pelas células dendriticas epiteliais e outros tipos celulares; é
responsavel por induzir a liberacéo de histamina dos mastdcitos, gerando vasodilatacdo e aumento
da permeabilidade vascular no local da inflamagéo. IL-6 € produzida por mondcitos, macréfagos,
fibroblastos, células endoteliais, linfocitos T e células do estroma da medula 6ssea, gerando a
diferenciagdo dos linfécitos B em células plasmaticas, e induzindo a produgdo das imunoglobulinas
(Dinarello, 2000).

O fator de necrose tumoral (TNF) foi descrito inicialmente pela capacidade de causar necrose em
alguns tumores. Tém-se descrito duas moléculas fortemente relacionadas (TNF-a e TNF-). TNF-
a é produzida fundamentalmente por mondécitos e macréfagos, esta envolvida nos processos
inflamatérios em decorréncia aos processos infeciosos, induz a expressdo de moléculas de adeséo
e estimula a producdo de IL-8 a partir de células do endotélio vascular, contribuindo ao
extravasamento de linfocitos, neutréfilos e monécitos. Enquanto que TNF- B é produzido
exclusivamente por linfécitos T ativados, que se ligam aos mesmos receptores do TNF-a,

induzindo, portanto, funcBes semelhantes (Dinarello, 2000).

As citocinas com atividade anti-inflamatdria e imunossupressora inibem o crescimento celular ou
suprimem a secregao das citocinas. IL-4, IL-13 e IL-10 ativam as ac¢des dos linfocitos B, os quais
inibem as respostas inflamatérias, sendo a IL-10 a citocina anti-inflamatéria ou imunossupressora
por exceléncia, produzida por linfécitos do tipo Th2, mondcitos, macréfagos, linfécitos B entre
outros tipos celulares. Possui como acéo imunossupressora a inibicdo da sintese de muitas outras
citocinas, como por exemplo: IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-12, a expressdo de MHC-Il e moléculas de

adesdo nos mondcitos (Dinarello, 2000).

Tanto as citocinas pro e anti-inflamatorias sdo produzidas no local da inflamacédo e existe uma
correlagao entre seus niveis e a severidade do processo inflamatério, desencadeando uma cascata

de produtos de genes, geralmente ndo produzidos em individuos saudaveis (Dinarello, 2000).

A resposta inflamatéria local € uma das mais comuns manifestacBes fisiopatolégicas que os
diversos envenenamentos por peixes peconhentos geram (Sivan, 2009), caracterizada
clinicamente por dor e edema. Estudos epidemioldgicos e experimentais realizados com peixes
relatam a dor e a formacdo de edema como as principais sintomatologias geradas pelo
envenenamento. Em 45 casos de envenenamento humano pelo peixe Pterois volitans, a principal
sintomatologia foi uma dor intensa no local da ferida, e 60% dos casos apresentaram edema local
(Kizer et al., 1985).

Aldred e colaboradores (Aldred et al., 1996) analisaram 101 registros dos acidentes com essa

espécie e encontraram que 95% foram classificados como muito graves, caracterizados por uma
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intensa dor no local, edema e eritema, e 13% apresentaram manifestacdes sistémicas. A peconha
do peixe-sapo (Thalassophryne nattereri) induz uma resposta inflamatéria local aguda nas patas de
camundongos, uma intensa resposta edematogénica dose-dependente e a liberacdo local de trés
citocinas, Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), Interleucina 1 beta (IL-1B) e Interleucina 6 (IL-
6) (Lima et al., 2003) .

A peconha do peixe argus-verde (Scatophagus argus) causou uma intensa dor em todas as doses
culaes avaliadas no ensaio além de uma resposta edematogénica local em camundongos,
caracterizada pela persisténcia da sintomatologia mesmo apds 24 horas da injecdo da peconha,
sugerindo uma potencial capacidade de formacdo de edema das toxinas presentes (Sivan et al.,
2007). Dois casos de envenenamentos pelos bagres de agua doce em aquarios foram reportados
no periodo de 2009 a 2011 no “Center of Noor and Ali Asghar Hospital, Isfahan University of
Medical Sciences” na india. As vitimas apresentaram dor, laceragdo, hemorragia, edema e eritema

na area da ferida (m&o), mas ndo apresentaram alteracdes sistémicas (Gholamali, 2012).

A sintomatologia comum a todas as espécies de peixes é a intensa dor desproporcional ao
tamanho da lesdo (Sutherland e Tibballs, 2001), sendo indicado como tratamento submergir a
parte do corpo lesionada em agua quente, um processo eficaz que diminui essa sintomatologia em
guase todas as espécies de peixes peconhentos (Kizer et al., 1985; Kasdan et al., 1987; Trestrail e
Al-mahasneh, 1989; Chan et al., 1996 ; Rifkin e Williamson, 1996; Russell, 1996;Fenner, 2000;
Sutherland e Tibballs, 2001; Haddad Jr et al., 2004).

A temperatura é uma boa opcdo de emergéncia no envenenamento, mas representa um dilema
para os pesquisadores, jA que a peconha apresenta certa labilidade ao calor, pH, liofilizac&o,
armazenamento e a ciclos de congelamento e descongelamento (Schaeffer et al., 1971), sendo um
obstaculo para o desenvolvimento da maioria das pesquisas e um debate em relacdo ao efeito do
calor sobre a peconha; sendo causado ou ndo pelo efeito vasoconstritor do veneno ou por outros
mecanismos (Fenner, 2000); ou se esse efeito corresponde ao efeito vasoconstritor do veneno
(Haddad Jr, 2000; Haddad Jr, 2003; Haddad Jr e Lastoria, 2005; Haddad Jr, 2008).

No Brasil, estudos realizados em seis municipios de Mato Grosso do Sul e de Goias indicam altos
indices de acidentes causados por peixes, particularmente por aquelas espécies dotadas de ferréo,
como os mandis Pimelodus, Pimelodella e Rhamdia; surubins como Pseudopltystoma corruscans e
Pseudoplatystoma fasciatum e a arraia Potamotrygon spp. As manifestac8es clinicas observadas
foram feridas nas maos e pés, acompanhadas de uma dor intensa, necroses e nos casos mais
graves mutilacdes ou perda de movimento na extremidade afetada (Haddad Jr, 2004; Garrone
Neto e Haddad Jr, 2009).
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1.6.2. Atividade cardiovascular

As desordens cardiovasculares sdo uma das caracteristicas mais relevantes no envenenamento
por peixes pegonhentos em humanos; portanto, os estudos das alteragdes neste sistema tém sido
o principal objetivo. Uma intensa atividade cardiovascular tem sido observada nos animais
experimentais injetados com peconha de peixes venenosos, sendo esta atividade um efeito

dominante na maioria dos estudos (Sivan, 2009).

As respostas cardiovasculares induzidas por peixes pegonhentos séo variaveis, mas comumente
provocam contragdo do musculo liso e vasodilatacdo. Nas preparacdes cardiacas, os efeitos
inotrépicos negativos envolvem a atividade de receptores muscarinicos e as vezes, sao
decorrentes da presenca de colinomiméticos contidos na peg¢onha enquanto os efeitos positivos

parecem ter relagdo com a atividade dos adrenoreceptores (Church e Hodgson, 2002).

Os efeitos da peconha dos peixes sobre o coracdo séo variaveis; por exemplo, o extrato proteico
bruto do bagre Heteropneustes fossilis produz um incremento inotrépico em coracdes de sapos e
de cobaias (Datta et al., 1982). A fracéo letal do veneno nomeada “PC” isolada da pegonha do
peixe Plotosus canius causa uma parada tempordaria nas batidas do coracdo das cobaias, uma
acdo que ndo é afetada por qualquer blogueio dos receptores adrenérgicos ou muscarinicos

(Auddy e Gomes, 1996), caracterizando - se o efeito cardiovascular gerado pelo peixe.

A fragdo nomeada “TLY” isolada da pegonha do peixe-pedra (Synanceia trachynis) interage com os
receptores muscarinicos produzindo um efeito inotrépico negativo, hiperpolarizando as membranas
celulares das fibras do coragdo da ra, gerando como resposta fisioldgica uma diminui¢cdo na forga
de contracdo (Sauviat et al., 2000). A peconha do peixe-escorpido (Scorpaena guttata) gera uma
resposta bifasica em coracdes isolados de ratos, uma diminuicao inicial na forca e velocidade,
seguida de um incremento sustentado na for¢a de contracdo, determinando-se que a peconha atua

sobre os receptores muscarinicos e adrenoreceptores (Carlson et al., 1971).

A peconha do bagre do Golfo Pérsico Arius thallasinus produz respostas contrateis nas
preparacdes musculares devido & atividade nos receptores muscarinicos (Thulesius et al., 1983). O
mesmo ocorre com a pe¢onha do peixe Gymnapistes marmoratus (Hopkins e Hodgson, 1998),
peixe-pedra (Synanceia trachynis) (Church e Hodgson, 2002b) e o peixe-ledo (Pterois volitans),
onde a fase negativa é atribuida a atividade dos receptores muscarinicos, e a fase positiva a

atividade adrenoreceptora (Hopkins e Hodgson, 1998).

A resposta contrétil induzida pelas pegconhas dos bagres Heteropneustes fossilis e Plotosus
caninus em diferentes tipos de musculaturas lisas parece envolver prostaglandinas (Auddy et al.,

1994). Um efeito hipotensivo foi descrito para as pegonhas do peixe-pedra (Synanceia horrida) e o
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peixe-ledo (Pterois volitans) em coelhos anestesiados, efeito atribuido em parte a vasodilatagédo

periférica, uma vez que a frequéncia cardiaca néao foi alterada (Saunders et al., 1962).

As variabilidades das respostas cardiovasculares geradas pelas peconhas dos peixes, além de
existirem devido as diferencas das espécies, também se referem aos modelos experimentais
utilizados; por exemplo, estudos com coelho apresentaram s6 uma fase de alteragdo
cardiovascular, enquanto que em estudos com outros animais as respostas foram bifasicas. Este
efeito também pode ocorrer pelas diferencas nas concentracdes testadas; por exemplo, a peconha
do peixe-pedra (Synanceia trachynis) pode mudar de um efeito vasodilatador para um

vasoconstritor dependo da concentracdo avaliada (Church e Hodgson, 2002).

E importante ressaltar que os poucos estudos se referem a caracterizacdo farmacoldgica da
peconha de peixes de agua doce e, até o momento, nenhuma pesquisa foi realizada com a
espécie Pimelodus maculatus, considerada a responsével pelos maiores acidentes com peixes do

Brasil. Para esta espécie tem-se descrita apenas a sintomatologia clinica gerada pelo acidente.

1.7. ATIVIDADES PROTEOLITICAS DA PECONHA DE PEIXES

As enzimas sdo componentes importantes e muito comuns nas peconhas dos animais
peconhentos (aranhas, escorpides, serpentes, abelhas, etc.) provavelmente envolvidas na acéo

téxica de suas pecgonhas e em outras fun¢des (Nget-Hong e Ponnudurai, 1992).

A atividade proteolitica tem sido amplamente estudada nas pegonhas de serpentes, especialmente
as da familia Crotalidae, descobrindo-se o importante papel das proteases nas atividades
patologicas geradas pelo veneno. Esse fenbmeno ndo é diferente para os venenos dos animais
aquaticos. Atividade proteolitica foi demonstrada para as peconhas de Potamotrygon cf. scobina e
Potamotrygon gr. orbignyi (Magalhdes et al., 2006)

Os poucos venenos dos peixes que tém sido estudados possuem variedade de atividades
enzimaticas, como por exemplo, o veneno do peixe-pedra (Synanceia horrida) que contém muitas
propriedades enziméticas incluindo hialuronidase, aminopeptidase, fosfodiesterase, entre outras
(Khoo et al., 1992;Garnier et al., 1995). Uma hialuronidase foi identificada na caracterizacdo da
peconha do peixe S. verrucosa (Garnier et al., 1995). A peconha do peixe S. trachynis possui
pronunciada atividade de hialuronidase quando comparada a quantidade da enzima presente na

peconha do peixe S. horrida (Hopkins e Hodgson, 1998).

Enzimas presentes na peconha do peixe-escorpido (Scorpaena plumieri) causaram hidrolise da

caseina e gelatina (Carrijo et al., 2005). A peconha do peixe-escorpido da agua doce (Notesthes
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robusta) ndo tem acdo de fosfolipase A, nem hialuronidase, mas tem uma pequena atividade
proteolitica e hemolitica (Hahn e O’connor, 2000). No entanto, a pegconha do peixe-ledo (Pterios
volitans) tem atividade proteolitica gerada por uma protease de 45 kDa (Balasubashini et al., 2006),
refletindo os efeitos variaveis que tém as peconhas de peixes. Atividade proteolitica também tem
sido reportada para as peconhas dos peixes Thalassophryne natteri e T. maculosa (Lopes-Ferreira
et al., 1998; Sosa-Rosales et al., 2005). Sivan e colaboradores (Sivan et al., 2007) avaliaram a
atividade proteolitica gerada pelo extrato proteico do peixe Scatophagus argus sob caseina e,
Barbaro e colaboradores (Barbaro et al.,2007) demostraram que 0 extrato proteico da arraia
Potamotrygon falkneri contém proteases com a capacidade de degradar a caseina, gelatina e o

fibrinogénio.

Outros compostos foram identificados nas peconhas de Potamotrygon falkneri e Potamotrygon
motoro, como fosfolipases, fosfatases acidas, hialuronidases, enzimas caseinoliticos, gelatinoliticos
e elastinoliticos (Magalhaes, 2001; Haddad Jr et al, 2004; Magalhées et al., 2008).
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2. RELEVANCIA CIENTIFICA

Estudos epidemiol6gicos em nivel mundial relatam as altas incidéncias dos acidentes gerados pelo
contato com peixes marinhos peconhentos (Haddad Jr, 2003), portanto a maioria das pesquisas
tem enfocado em explicar as sintomatologias envolvidas no envenenamento, e assim incrementar
os dados epidemiolégicos que sdo escassos e ndo muito bem elucidados para os acidentes

gerados por peixes da agua doce.

No Brasil, ha uma relagdo inversa entre a frequéncia e a gravidade dos acidentes com peixes
(bagres, arraias e peixes-escorpido) (Haddad Jr, 2003); sendo a maioria das vitimas, pescadores
que requerem de longos periodos de cuidado, e na maioria ndo sao contribuintes do sistema de
saude privado, restringindo seu acesso a 0s beneficios para o tratamento oportuno e adequado a
doenca (Garrone Neto et al., 2005).

Os peixes possuem grande importancia econémica e social no Brasil, sendo a pesca esportiva e
principalmente a pesca de subsisténcia, muito comum especialmente em regides ribeirinhas (Silva
et al., 2010). Uma grande variedade de espécies venenosas pode ser encontrada frequentemente
nas redes de pescadores, 0 que aumenta consideravelmente o risco de acidentes porque muitos

dos peixes sdo descartados em 4guas rasas, ou na areia da praia (Haddad Jr, 2003).

Os acidentes com animais aquaticos marinhos também podem ocorrer por meio da manipulacdo
errbnea dos animais ou itens de decoracdo de aquarios, habito que cresceu de forma exponencial
sem as informacgbes dos riscos associados aos mesmos. Podem ser citados como exemplo, 0s
mandis e bagres, tanto os de habitos marinhos quanto os encontrado em areas fluviais (Haddad Jr,
2004). Nota-se um elevado indice de acidentes envolvendo o Pimelodus maculatus, conhecido

popularmente como mandi-amarelo (Haddad Jr et al., 2012).

Esta espécie esta presente em areas neotropicais e é responsavel por cerca de 80% dos acidentes
em pescadores profissionais e populacgéo ribeirinha, no qual as maiores lesdes (90%) ocorrem nas
maos das vitimas que manipulam o animal de forma errébnea (Haddad Jr e Lastoria, 2005). Além
disso, no Brasil, os estudos sobre acidentes ocasionados por animais aquaticos possuem

resultados dispersos e pouco elucidados em termos epidemiolégicos, sintométicos e terapéuticos.

Por outro lado, a produgéo de toxinas provenientes de animais aquaticos estabelece-se como uma
estratégia importante que assegura a sobrevivéncia dos mesmos num ecossistema diverso e
altamente competitivo, para defender-se, defender seu territorio ou simplesmente como mecanismo

de predacédo, em decorréncia a alta toxicidade dos compostos ativos presentes nesses venenos.

Portanto, estes animais produzem um grande numero de metabdlitos, cujas combinagfes tém

como resultado uma ampla variedade de moléculas complexas, como peptideos e proteinas cujas
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propriedades quimicas e farmacol6gicas sé@o diferentes daquelas apresentadas por pelo veneno
dos animais terrestres (Russell, 1971). As pesquisas ja realizadas com venenos de animais
aguaticos demonstram que estas misturas complexas constituem uma ampla fonte de substancias
com diferentes atividades farmacoldgicas (Lopes - Ferreira et al., 2004), indicando que a pegonha
de peixes tem uma grande quantidade de moléculas bioativas que parecem ter um papel
fundamental no envenenamento.

Além disso, saber que o Brasil tem uma ampla rede hidrografica e um extenso litoral de
incalculavel biodiversidade desperta interesse na realizacdo de estudos com toxinas provenientes
de organismos presentes nestes ambientes. .A maioria das pesquisas que envolve a
bioprospeccdo de novas pegonhas tem sido efetuada com organismos marinhos, e apenas uma
pequena parcela envolve pesquisas com animais de dgua doce (Church e Hodgson, 2002). Nao
existe até o momento nenhum trabalho de caracterizacdo farmacoldégica com Pimelodus
maculatus, sendo este o primeiro estudo realizado.
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3. OBJETIVOS

3.1

OBJETIVO GERAL

Caracterizacdo dos principais mecanismo fisiopatoldgicos envolvidos com a sintomatologia dos

acidentes gerados pelo peixe Pimelodus maculatus (Siluriforme: Pimelodidae) e avaliagdo da

atividade proteolitica do extrato aquoso do ferréo

3.2,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a possivel atividade inflamatoria local mediante as atividades edematogénica,
nociceptiva e a expressado dos mediadores inflamatérios gerados pelo extrato proteico do
ferrdo do peixe Pimelodus maculatus em camundongos da linhagem Swiss (Mus

musculus).

Determinar as possiveis alteracfes na permeabilidade vascular geradas pelo extrato
proteico do ferrdo do peixe Pimelodus maculatus em ratos da linhagem Wistar (Rattus

novergicus) por meio do ensaio azul de Evans.

Avaliar a possivel atividade hemorragica gerada pelo extrato proteico do ferrdo do peixe

Pimelodus maculatus em camundongos da linhagem Swiss (Mus musculus).

Determinar as possiveis alteragées nos tempos de protrombina (TP) e de tromboplastina
parcial ativada (TTPa) no plasma sanguineo de camundongos da linhagem Swiss (Mus

musculus) gerada pelo extrato proteico do ferrdo do peixe Pimelodus maculatus.

Avaliar as possiveis alteragcfes cardiovasculares geradas pelo extrato proteico do ferrdo do
peixe Pimelodus maculatus por meio do ensaio de coracdo in situ em ra (Lithobates

catesbeianus).

Determinar as possiveis alteracdes nos niveis das dosagens séricas de Creatina Quinase
(CK) e de sua isoenzima (CK-MB) em sangue de camundongo da linhagem Swiss (Mus

musculus) geradas pelo extrato proteico do ferrdo do peixe Pimelodus maculatus.

Avaliar o extrato proteico do ferrdo do peixe Pimelodus maculatus quanto as atividades
proteoliticas de atividade gelatinolitica em gel de SDS — PAGE, atividade caseinolitica,

atividade elastéasica e atividade colagenasica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. COLETA DOS PEIXES

P. maculatus (Pimelodidae, Siluriformes) conhecido popularmente como mandi-amarelo (Haddad Jr
et al.,, 2012), esta distribuido em todo o Brasil, sendo presente nos rios dos estados do Mato
Grosso do Sul e Goias (Brasil). Os espécimes usados neste trabalho foram coletados no alto curso
do Rio Parand, no municipio de Trés Lagoas — Mato Grosso do Sul, sob licenca do “Instituto Chico
Mendes de Conservagéo da Biodiversidade”-ICMBio n° 34975-2.

42. EXTRACAO DA PECONHA

Os ferrdes foram extraidos manualmente a partir de animais capturados vivos para fins
comerciais, apos descarte dos pescadores. Os ferrdes foram congelados, levados ao laboratério e,
posteriormente descongelados e raspados, sendo que o material obtido foi macerado em
nitrogénio liquido e ressuspendido em agua ultrapura. Apos esta etapa, o material raspado foi
centrifugado a 14000 g por 15 min. O sobrenadante foi liofilizado e armazenado a -20 °C até o uso.

O extrato proteico do ferrdo de P. maculatus sera designado pela sigla PME no decorrer do texto.

4.3. DOSAGEM DE PROTEINAS

A determinagéo da concentracdo de proteinas totais do PME foi realizada baseada no método de
Lowry (Lowry et al., 1951), utilizando-se albumina bovina como padrdo (1 mg/mL). Uma amostra do
PME (20 L) foi misturada a 1,0 mL da solugao “C”, reagente constituido de 98% de solugéo “B”
(Carbonato de Sddio 0,188 M, Hidroxido de Sédio 1 M, diluidos em agua destilada suficiente para 1
L) e 2% de solugéo “A” (Sulfato de Cobre Pentahidratado 0,2 M, Citrato de Sédio Dihidratado 0,3
M), diluido em &gua destilada suficiente para 100 mL. Ap6s 10 minutos de incubagdo a
temperatura ambiente, foi adicionado 100 pL da solucéo “D”, reagente constituido de Folin 1 N e
agua destilada. Os tubos foram incubados durante 30 min em temperatura ambiente. Decorrido

este tempo, a absorbancia foi medida em 750 nm.

4.4, ANIMAIS
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Foram utilizados camundongos e ratos heterogénicos da linhagem Swiss (Mus musculus) e Wistar
(Rattus novergicus), de ambos os sexos, pesando entre 25 e 32g e 250 e 300g, respectivamente, e
uma ra (Lithobates catesbeianus). Os animais foram provenientes do Biotério da Universidade de
Brasilia e da empresa “Rander”; mantidos em condi¢Bes de temperatura (23 — 25°C) e o ciclo
claro/ escuro controlados, com livre acesso a ragdo e agua. O numero de animais usados foi o
minimo requerido para cada ensaio. Durante todas as fases dos experimentos os procedimentos
foram realizados de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, e
autorizado pelo Comité de Etica em Uso Animal da Universidade de Brasilia sob licenca n°
(63468/2014).

4.5. ENSAIOS IN VIVO

45.1. Atividade edematogénica

A atividade edematogénica do PME foi avaliada de acordo com o método descrito por Mortari e
colaboradores (Mortari et al., 2012), com modifica¢cdes. Os edemas formados na pata esquerda
dos camundongos foram medidos com um pleitismografo (Hugo Basile 7140 plethysometer,
Comerio, VA, Italia). As doses de 30, 70 e 100 pg do PME preparadas em 50 pL de NaCl (150 mM)
foram injetadas subplantarmente na pata esquerda posterior dos camundongos, apds anestesia
dos animais com Tiopental Sédico (60 mg/kg) (5 animais/4 grupos). O edema foi determinado a
cada 15 min durante a primeira hora e a cada 30 min na segunda hora. Como grupo controle, 50

pL de solugdo salina foram aplicados da mesma forma na pata direita posterior.

Os resultados foram calculados como a diferenca entre os valores de percentagem de aumento do
volume da pata, conforme a equacgéo: E = (Vf —Vi) X 100; onde, Vf = volume da pata apds a
injecdo da pegonha em um determinado tempo; Vi = volume inicial da pata e E = aumento

percentual do didametro da pata.

Os dados foram submetidos ao teste ANOVA de segunda via com pds-teste BONFERRONI (p <

0.05) e plotados em curvas tempo e efeito.

45.2. Atividade nociceptiva

O comportamento nociceptivo foi avaliado por meio da injecdo subplantar em camundongos. O

ensaio foi realizado de maneira similar ao ensaio de formalina (Hunskaar e Hole, 1987) onde duas
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fases foram observadas; fase | (0 — 10 min) referente ao efeito agudo, e a fase Il (10 — 30 min)
associada a liberagdo de mediadores enddgenos envolvidos na resposta inflamatéria (Le Bars et
al., 2001). Camundongos (n = 5 animais/4 grupos) foram usados. As doses de 10, 45 e 85 ug do
PME dissolvidas em 50 pL de NaCl (150 mM) foram injetadas subplantarmente na pata esquerda
posterior de camundongos. Como controle positivo foram injetados 50 pL de formalina (4%), e
controle negativo 50 pL de NaCl (150 mM), por meio da mesma via de administracdo. Apos
injecéo, cada animal foi levado a uma caixa de acrilico, onde os comportamentos caracteristicos da
dor como o ato de balancar e morder a pata injetada foram observados. O tempo que cada animal
leva realizando esses comportamentos foi verificado entre 0 e 10 min (fase I) e, entre 10 e 30 min
(fase IlI). Uma vez terminado o ensaio, 0os animais foram imediatamente eutanasiados com
Tiopental Sodico (180 mg/kg).

Os dados foram plotados em um grafico de barras, em funcdo das médias e erros padrdo, em
decorréncia das respostas aguda e inflamatoéria para cada um dos tratamentos. Os dados foram

submetidos ao teste ANOVA de uma via seguido do teste T (Tuckey) (p < 0.05).

45.3. Atividade hemorragica

A atividade hemorragica do PME foi avaliada de acordo com o método descrito por Mortari e
colaboradores (Mortari et al., 2012) com modificacdes. A atividade hemorragica foi avaliada pela
presenca de um halo hemorragico na pele dos camundongos. Apds anestesia dos animais com
Tiopental Sodico (60 mg/kg) (5 animais), a dose de 100 pug do PME preparada em 50 uL de NaCl
(150 mM) foi injetada por via intradérmica no dorso esquerdo dos camundongos. O dorso direito
dos animais recebeu uma injecao de 50 pL de NaCl (150 mM), como controle negativo. Duas horas
apos injecdo, os animais foram eutanasiados com Tiopental sédico (180 mg/kg) e a pele foi
removida, evidenciando atividade pela presen¢ca de um halo hemorragico de 10 mm de diametro
(Nikai etal., 1984).

45.4. Determinacdo do tempo de protrombina (TP) e de tromboplastina parcial
ativado (TTPa)

As alteracBes no tempo de protrombina (TP) e de tromboplastina parcial ativado (TTPa) foram
avaliadas utilizando os kits da WAMA diagnéstica conforme adaptacdo dos protocolos descrito a

seguir:
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45.4.1. Determinacédo do tempo de protrombina (TP)

Foram coletados por puncéo cardiaca 4 mL de sangue de camundongos dos animais usados como
controle nos ensaios de nocicepgdo e o edema (n = 5 animais/2 grupos), e transferidos a um tubo
contendo Citrato de Sddio (3,2%). Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 15 min a 3000
g, e 100 pL do sobrenadante (plasma) foram transferidos a um tubo plastico e incubados a 37°C
por 1 min. Simultaneamente, a dose de 100 pg do PME foi dissolvida em 50 pL de NaCl (150 mM)
e incubada a 37°C por 1 min. Apds esse tempo, o plasma foi transferido para os tubos com PME,
onde foram adicionados 200 pL do reagente TP pré-incubado 37°C por 10 min, disparando-se
simultaneamente o cronémetro e, delicadamente por leve inversao, registrou-se o tempo de

coagulacéo do plasma em segundos. NaCl (150 mM) (50 pl) foi usado como controle.

45.4.2. Determinacdo do tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa)

Foram coletados por punc¢éo cardiaca 4 mL de sangue dos camundongos usados como controle
nos ensaios de nocicepgdo e o edema (n = 5 animais/2grupos) e transferidos em tubo contento
Citrato de Sddio (3,2%). Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 15 min a 3000 g e 100
uL de sobrenadante (plasma) foram transferidos a um tubo plastico e incubados a 37°C por 1 min.
Simultaneamente, a dose de 100 ug do PME foi preparada em 50 pL de NaCl (150 mM) e incubada
a 37°C por 1 min. Apos esse tempo, o plasma foi transferido para os tubos com PME e adicionou-
se 100 pL do reagente TTP, homogeneizando a suspenséo do reagente por inversao e incubando
a 37°C por 3 min. Finalmente, foram adicionados 100 pL de Cloreto de Célcio (0,02M) pré-
incubado (37°C por 10 min), disparando simultaneamente o crondbmetro, e delicadamente por leve
inversdo, registrou-se o tempo de coagulacdo do plasma em segundos. NaCl (150 mM) (50 uL) foi

usado como controle.

4.5.5. Avaliacdo das alteracdes da permeabilidade vascular

Para a avaliacdo das alteracdes na permeabilidade vascular foi realizado o ensaio de Azul de
Evans (Junqueira et al., 2007), com modificacdes. Apds anestesia com Tiopental Sédico (60
mg/kg) (n = 5 animais/3 grupos), os animais receberam inje¢cdes por meio da via intravenosa na

veia caudal de 20 mg/kg do reagente Azul de Evans preparado em 200 pyL de NaCl (a 150 mM).
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Apé6s 20 min, as doses de 30 e 70 ug do PME preparadas em 200 puL de NaCl (150mM) foram

injetadas por via intraperitoneal.

Apo6s duas horas da injecdo, os animais foram eutanasiados com Tiopental Sédico (180 mg/kg), e
a cavidade peritoneal lavada com 2 mL de PBS frio (NaCl 137 mM, KCI 2,68 mM, Na,HPO, 10
mM, KH,PO, 1,7 mM, pH 7,2). O lavado contendo as células foi centrifugado a 5000 g por 5 min, e
0 sobrenadante foi coletado para leitura de absorbancia em 620 nm (UV Spectrophotometer
Shimadzu, Kyoto, Japan) como indicador de Azul de Evans. Os dados foram expressos em ug de
Azul de Evans/mL, estimados com curva de calibracdo padrdo, e submetidos ao teste ANOVA de

uma via seguido do teste T (Tuckey) (p<0.05).

4.5.6. Dosagem das citocinas

Camundongos (n = 5 animais/7grupos) receberam injeces subplantares (50 yL) na pata esquerda
contendo 100 pg do PME e 50 pyL de NaCl foram injetados na pata direita como controle. Apés 15
min, 1, 2, 6, 8, 14 e 24 horas do tratamento, os animais foram eutanasiados com Tiopental Sédico
(180 mg/kg) e as patas foram amputadas. O tecido foi macerado com morteiro e homogeneizado
em 200 pL de PBS frio (NaCl 137 mM, KCI 2,68 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO,4 1,7 mM, pH 7,2),
até obter 1,2 mL de suspensao celular. As amostras foram centrifugadas a 3000 g por 20 min a
4°C. O sobrenadante foi separado e congelado a 80°C até o uso, conforme Lima e colaboradores
(Lima et al., 2003).

O sobrenadante foi utilizado para dosagens das citocinas IL-1(3, IL-6, TNF-a e IL-10, de acordo
com as instrugdes do kit ELISA Ready — SET-GO (affymtrix-eBioscience, San Diego, CA, EUA). As
amostras foram quantificadas por comparacdo com curvas padréo de citocinas para camundongos.
Os resultados foram expressos como a média aritmética e erro padrdo. Os dados foram

submetidos ao teste t de student para amostras independentes.

Os limites de detecc¢éo foram de 8 pg/mL para IL-183, 4 pg/mL para IL-6, 8 pg/mL para TNF-a e 32
pg/mL para IL-10.

45.7. Avaliacdo das alteracdes eletrocardiogréficas em coracéo in situ em ra

A ra (Lithobates catesbeianus) foi inicialmente anestesiada com cloreto de lidocaina 2% (1 mL) via
foramen magno e, em seguida, espinhalada e descerebrada com auxilio de uma agulha. A

cavidade peritoneal foi aberta, a veia cava posterior canulada com um tubo de polietileno contendo
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solucao Ringer ((em mM): 111 NacCl; 1,9 KCI; 1,1 CaCl,; 2,4 NaHCO3;10 glicose, pH 7,2.) para
anfibios, e o0 apice do ventriculo do coracao foi conectado, por meio de uma pinca cardiaca para

um transdutor mecanico-elétrico F60 (NarcoBio Systems, Austin, TX, EUA).

O nervo vago direito foi exposto ao nivel da veia jugular e conectado a um par de eletrodos para
estimulacdo a 6 V e 10 Hz com duracdo de 0,5 ms (S48 stimulator — Grass Instrument Divion,
Warwick, Rl, EUA). Os registros elétricos foram obtidos por meio de um eletrodo de succéo
posicionado na regido mediana no ventriculo, sobre o epicardio. Esse eletrodo consiste em um
tubo de polietilieno com um fio metélico de prata cloretada no seu interior na extremidade proxima
ao coracao, preenchido com solucao Ringer e uma valvula com uma seringa na outra extremidade.
O eletrodo foi conectado a um amplificador DC de alto ganho (NarcoBio Systems, Austin, TX,
EUA). Um segundo eletrodo metalico de prata cloretada foi inserido dentro da cAmara cardiaca da

ra, servindo como conexéo a “terra” (Mourao et al., 2012).

As respostas mecénicas e elétricas do coragcdo foram avaliadas de acordo com Schwartz e
colaboradores (Schwartz et al.,, 1999) e registradas em papel por meio de um poligrafo a uma
velocidade de 2,5 mm/seg. As doses de 3,4 x 10* M (0,01 mg) de acetilcolina, 1,7 x 10° M de
atropina (0,1 mg), 100 e 200 pg do PME foram testadas. Os compostos foram administrados na

veia cava posterior, em um volume de 200 pL de solugdo Ringer.

45.8. Coletas de sangue e dosagens séricas de Creatina Quinase (CK) e de sua
isoenzima (CK - MB)

Camundongos anestesiados com Tiopental Sédico (60 mg/kg) (n = 5 animais/4 grupos), receberam
injecdes subplantares contendo 30, 70 e 100 pug do PME. Duas horas ap6s o tratamento, o sangue
foi coletado por puncdo cardiaca, armazenado em tubos sem anticoagulantes e imediatamente
centrifugado a 20.000 g por 20 min a 10°C. O sobrenadante foi separado e congelado a - 20°C até

0 uso, conforme (Oliveira et al., 2013), com modificacbes.

O sobrenadante foi utilizado para dosagens séricas de CK de acordo com as instru¢des do kit CK—
NAK Liquiform Ref. 117 (Labtest ®) e CK—-MB de acordo com as instru¢des do kit CK—-MB Liquiform
Ref. 118 (Labtest ®) onde ambos foram utilizados para a determinagédo quantitativa da atividade de

CK e CK-MB em modo cinético em soro de camundongos.

As diferencas observadas nas dosagens séricas de CK e CK—-MB de camundongos que receberam
as injecbes do PME com os que receberam as inje¢cbes de NaCl, foram assumidas como
alteracfes nos niveis séricos dessas enzimas. Os dados foram submetidos ao teste ANOVA de

uma via seguido do teste T (Tuckey) (p<0.05).
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4.6. ATIVIDADES PROTEOLITICAS

4.6.1. Atividade gelatinolitica em gel de SDS-PAGE

A zimografia da peconha foi avaliada de acordo com os ensaios de atividade gelatinolitica em gel
de SDS-PAGE, baseado no método de Plater e colaboradores (Plater et al., 1995) onde as zonas

de atividade proteolitica foram identificadas por areas claras da gelatina digerida.

Um gel de poliacrilamida 15% contendo gelatina 0,1% (Sigma G6144) incorporada a matriz foi
utilizado para detectar a atividade proteolitica. 100 uyg do PME foram preparados em 20 yL de
tampdo de amostra (tris-base 1M, pH 6,8, SDS 10%, glicerol 50%, azul de bromo fenol 1%). A
eletroforese foi realizada utilizando-se tampéao Tris-glicina (Tris-base 25 mM, glicina 2,6 M, SDS

1%, pH 8,4) em voltagem constante de 125 V e corrente de 30 mA, durante 90 min, a 4°C.

Foram utilizados marcadores moleculares como padrdes de massa molecular. Ao final da corrida o
slot contendo os marcadores moleculares foi removido, fixado e corado com Coomassie Blue R-
250 0,1% diluido em solucéo contendo metanol 50% e acido acético glacial 12% durante 30 min. A
descoloragéo foi realizada em solugdo contendo a mesma propor¢do dos reagentes, exceto o
corante. O restante do gel foi lavado em solugéo renaturante (Triton X-100 0,25%), em temperatura
ambiente, sob leve agitagdo, durante 30 min. Decorrido este tempo, o gel foi lavado duas vezes
com tampé&o de reacéo (Tris-base 5 mM, NaCl 20 mM e CaCl, 0,5 mM, pH 7,0), sob leve agitacéo,

durante 30 min cada lavagem.

Em seguida, o gel foi incubado durante 48 horas a 37°C, no mesmo tampao. Apds o periodo de
incubacéo, o gel foi corado com Coomassie Blue R-250 0,5% diluido em solu¢do contendo metanol
50% e acido acético glacial 12%, e descorado em solugdo contendo a mesma propor¢do dos
reagentes, exceto o corante. As zonas de atividade proteolitica foram identificadas por areas claras
onde a gelatina foi digerida.

4.6.2. Atividade Caseinolitica

A atividade caseinolitica foi realizada de acordo com o proposto por Kunitz (Kunitz, 1947),
modificado por Tan e Tan (Tan e Tan, 1988) onde a atividade especifica é definida como a
quantidade de enzima que produz um aumento de 0,001 unidade de absorbéncia por mg de

proteina.
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50 pL do PME (100 pg do PME) foram misturados a 500 pL de solucdo de caseina 1% (Sigma C-
5890) em tampao fosfato (250 mM, pH 7,75). A reacéo foi incubada durante 2 horas a 37°C e, logo
depois, interrompida com a adicdo de 500 uL de acido tricloroacético 5%. Apos centrifugacédo a

10.000 g durante 10 min, a absorbancia foi medida a 280 nhm e comparada com o branco

4.6.3. Atividade Colagenéasica

A atividade colagenasica foi determinada de acordo ao método proposto por Chavira e

colaboradores (Chavira et al., 1984) usando o corante azocoll como substrato hdo cromogénico.

Cinco mg do Azocoll foram dissolvidos em 1 mL de tampao PBS (NaCl 137 mM,, KCI 2,68 mM,
Na,HPO,4 10 mM, KH,PO,4 1,7 mM, pH 7,2). 50 pL do PME (100 pg do PME) foram misturados ao
reagente Azocoll, incubando-se por 2 horas a 37°C com agitacdo constante. Apds incubacéo, a
suspensao foi centrifugada a 5000 g por 5 min, e a absorbancia da solucao foi lida a 520 nm. A
atividade especifica foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a liberagdo do corante
azocoll causando uma mudanca de absorbéncia de 0,001 unidade de absorbancia por mg de

proteina.

4.6.4. Atividade Elastéasica

A atividade proteolitica com Elastina-Congo-Red (Sigma E-0502) foi determinada de acordo ao
método de Naughton e Sanger (Naughton e Sanger, 1961). 1 mg de Elastina-Congo-Red foi
dissolvido em 1 mL de tampéao PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,68 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 1,7
mM, pH 7,2). 50 uL do PME (100 pg do PME) foram misturados a suspensédo de Elastina-Congo-
Red, incubando-se por 2 horas a 37°C sob agitacdo constante. Apés a incubacao, a suspensao foi
centrifugada a 5000 g por 5 min, e a absorbancia da solugéo foi lida a 490 nm. A atividade
especifica foi definida como a quantidade de enzima que produz um aumento de 0,001 unidade de

absorbancia por mg de proteina.
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5. RESULTADOS

5.1. EXTATO PROTEICO DA PECONHA

Para obtencado dos extratos, aproximadamente 900 ferr6es foram totalmente removidos com auxilio

de bisturi, macerados como nitrogénio liquido e quantificados pelo método de Lowry.

Cinco ferrbes dorsais de caracteristicas semelhantes do peixe P. maculatus foram raspadas, e o
material obtido foi macerado com nitrogénio liquido e diluido em agua ultrapura, obtendo-se 500 pug
de proteina total. Sendo assim, foi possivel estimar que cada ferrdo contém em torno de 100 ug do
PME.

5.2, ENSAIO EDEMATOGENICO

A dose de 100 pg do PME induziu edema estatisticamente significante, durante todo o tempo do
experimento (Figura 4). Em relacdo ao tempo, podemos observar que 0S grupos que receberam as
doses de 30 ug e 70 ug comportaram-se de maneira diferenciada nos primeiros 30 min. A dose de
30 pg induziu edema em 30 min, se manteve sem variagdo com 45 min e apresentou uma
diminuicdo aos 60 min. A dose de 70 uyg manteve o edema sem variagdo até 30 min e também

apresentou uma redugdo aos 60 min.

A dose de 100 pg induziu edema aos 15 min e pequena diminuicdo até os 60 min, mostrando que
todas as doses utilizadas apontaram um comportamento diferenciado até os 45 min, uma
diminuicdo aos 60 min e depois ndo houve variagdo nas mesmas até os 120 min, dltimo tempo de

leitura do teste, sugerindo que o edema tende a diminuir no transcorrer do acidente.
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Figura 4. Avaliacdo da atividade edematogénica em camundongos apds das injecdes
suplantais do extrato aquoso do ferrdo do peixe P. maculatus. Grupo controle negativo ® (50
pL de solugéo salina). Grupos teste: €30 pg do PME dissolvidos em 50 uL de solugédo salina, & 70
pug do PME dissolvidos em 50 pL de solucdo salina, 100 ug PME dissolvidos em 50 pL de
solucdo salina. Os resultados sdo expressos em porcentagem de aumento do volume de pata em
relacdo aos dados iniciais obtidos antes da inje¢do. Os pontos representam a média + SEM (n =
5/grupo). Os dados foram submetidos ao teste ANOVA de segunda via com post teste
BONFERRONI. * Diferengas significativas em relagdo a salina:*p <0.05; ***p < 0.001; # Diferencas
significativas em relacéo a dose 70 pg #p < 0,05 e + Diferengas significativas em relagdo a em
relagédo a dose 100 pg +p < 0,05.

53. ENSAIO NOCICEPTIVO

Na fase aguda (fase I), ndo ha diferenca significativa entre as doses de 10 ug e 45 yg de PME e o
controle negativo (NaCl 150 mM). Porém, esses resultados sdo estatisticamente diferentes do
controle positivo (formalina 4%) (Figura 5). Na dose de 85 ug, podemos observar uma diferenga
significativa entre os controles negativo e positivo e a dose de 10 ug, porém, néo existe diferenca
entre esta dose e a de 45 ug. Na fase inflamatéria (fase IlI), as doses de 10 e 45 ug séo
estatisticamente diferentes apenas do controle positivo (formalina 4%) e ndo entre si, somente a
dose de 85 ug apresentou diferenca significativa entre o controle negativo (NaCl 150 mM) e as
outras duas doses testadas (10 e 45 ug), ndo havendo diferenga com a formalina. Assim, o PME,
na dose de 85 g, foi capaz de induzir dor equivalente a administragdo de formalina 4% durante a

fase inflamatéria do ensaio.
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Figura 5. Avaliagao da atividade nociceptiva em camundongos apds das inje¢ées suplantais
do extrato aquoso do ferrao do peixe P. maculatus. Grupo controle negativo ™ 50 uL de
solugdo salina. Grupo controle positivo H® 50 pL formalina 4% em solugéo salina. Grupos teste:
10 yg PME dissolvidos em 50 pL de solucdo salina, E&# 45 ug do PME dissolvidos em 50 pL
de solugdo salina, 85 ug do PME dissolvidos em 50 pL de solugdo salina. Os pontos
representam a média + SEM (n = 5/grupo). O comportamento nociceptivo na primeira fase (0-10
minutos apds a inje¢cdo) e a segunda fase (10-30 min apds a injecao) foi marcado como a
quantidade de tempo que o animal lambeu ou mexeu a pata traseira injetada. Os dados foram
submetidos ao teste ANOVA de uma via seguido do teste T (Tuckey). * Diferencgas significativas em
relacdo a salina: *p < 0.05; ***p < 0.001; # Diferencas significativas em relagdo a formalina ###p <
0.001 e $ Diferengas significativas em relagéo a dose 10 ug $p<0,05; $$$p< 0,001. + Diferencas
significativas em relacdo a dose 45 ug +p<0,05.

54. ATIVIDADE HEMORRAGICA E TEMPOS DE COAGULACAO

A dose estimada de um ferrdo (100 pug do PME) foi avaliada quanto a atividade hemorragica. Ap6s
duas horas de observacéo, ndo se verificou a presenca de halo hemorragico na pele do dorso dos
animais. A mesma dose ndo provocou alteragdes nos tempos de protrombina e de tromboplastina

parcial ativado (dados ndo mostrados).

5.5. ALTERACOES NA PERMEABILIDADE VASCULAR

AlteracBes na permeabilidade vascular foram avaliadas por meio da quantidade de Azul de Evans
(injetado na veia caudal) na lavagem peritoneal apés injecao intraperitoneal do extrato aquoso do
ferrdo. O corante azul de Evans liga-se as proteinas séricas podendo ser usado para quantificar as
alteracdes na permeabilidade vascular. Os resultados sugerem que o PME induz aumento da

permeabilidade vascular e esta é dose dependente (Figura 6).
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Figura 6. Alteracdes na permeabilidade vascular em ratos ap6s das inje¢des intraperitoneais
do extrato aquoso do ferrdo do peixe P. maculatus. Grupo controle negativo E& 200 puL de
solucéo salina. Grupos teste:E330 ug do PME dissolvidos em 200 pL de solugéo salina, B 70 ug
do PME dissolvidos em 200 pL de solucéo salina. Os pontos representam a média + SEM (n =
5/grupo). Os dados foram expressos em pg de Azul de Evans/mL e submetidos ao teste ANOVA
de uma via seguido do teste T (Tuckey).* Diferencas significativas em relagdo a salina.*** =
p<0.001; * = p<0.05. # Diferencas significativas em relacédo a dose 30 ug.

5.6. DOSAGEM DAS CITOCINAS

Os mediadores inflamatorios IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-10 foram avaliados nos homogeneizados do
tecido da pata de camundongos apos a inje¢cdo do PME. A resposta inflamatoria local gerada por
100 pug do PME caracterizou-se pela expressédo dos mediadores pré-inflamatérios IL-1B, IL-6 e o
mediador anti-inflamatério IL-10 (Figuras 7, 8 e 9). O PME nédo promoveu a expressao do mediador

inflamatério TNF-a em tempo algum (dados néo apresentados).

5.6.1. Dosagem interleucina IL-1

A expresséo da interleucina IL-13 se apresentou desde os primeiros 15 minutos e foi aumentando
ao longo do tempo diferenciando-se estatisticamente do grupo controle até a 6* hora, onde o PME
gerou a maxima expressao de IL-1B (160,84 pg/mL). Estima-se que os niveis de IL-1B retornaram
aos niveis normais apos 24 horas, devido a que nesse ultimo tempo de avaliagdo ainda havia

presenca da interleucina (Figura 7).
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Figura 7. Dosagem da interleucina IL- 18. Os niveis da interleucina IL-1 B foi medida no
macerado das patas do tecido de camundongos apés 15 min, 1, 2, 6, 8, 14 e 24 horas da injegao
com 100 pyg do PME dissolvido em 50 pL de solugéo salina. Os pontos representam a média %
SEM (n = 5/grupo). Os dados foram expressos em pg/mL da citocina e submetidos ao teste t
student para amostras independentes.” Diferengas significativas em relagéo a salina.” = p<0.05.

5.6.2. Dosagem interleucinalL- 6

A expressao da interleucina IL-6 se apresentou desde os primeiros 15 minutos e foi aumentando
ao longo do tempo diferenciando-se estatisticamente do grupo controle até a 8* hora, onde o PME
gerou a maxima expressao de IL-6 (410,07 pg/mL). Estima-se que os niveis de IL-6 retornaram aos
niveis normais apds 24 horas, devido a que nesse Ultimo tempo de avaliagcdo ainda havia presenca

da interleucina (Figura 8).
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Figura 8. Dosagem da interleucina IL- 6. Os niveis da interleucina IL-6 foi medida no macerado
das patas do tecido de camundongos apdés 15 min, 1, 2, 6, 8, 14 e 24 horas da inje¢ao com 100 g
do PME dissolvido em 50 yL de solugdo salina. Os pontos representam a média + SEM (n =
5/grupo). Os dados foram expressos em pg/mL da citocina e submetidos ao teste t student para
amostras independentes. * Diferengas significativas em relagéo a salina.* = p<0.05.

5.6.3. Dosagem interleucina IL-10

A expressdo da interleucina IL-10 se apresentou apés a 1% hora da injecdo do PME e foi
aumentando ao longo do tempo diferenciando-se estatisticamente do grupo controle até 6 hora,
com uma maxima expressdo nesse tempo (189,08 pg/mL). Estima-se que os niveis de IL-10
retornaram aos niveis normais apés 24 horas, devido a que nesse Ultimo tempo de avaliagdo ainda

havia presenca da interleucina (Figura 9).
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Figura 9. Dosagem da interleucina IL- 10. Os niveis da interleucina IL-10 foi medida no
macerado das patas do tecido de camundongos apds 15 min, 1, 2, 6, 8, 14 e 24 horas da injegéao
com 100 pg do PME dissolvido em 50 pL de solugéo salina. Os pontos representam a média +
SEM (n = 5/grupo). Os dados foram expressos em pg/mL da citocina e submetidos ao teste t
student para amostras independentes. * Diferencas significativas em relagao a salina.* = p<0.05.

5.7.  AVALIACAO DAS ALTERACOES ELETROCARDIOGRAFICAS EM CORACAO IN
SITU DE RA

As alteracdes eletrocardiograficas em coracgdo in situ de ra foram avaliadas quanto as mudancas
na frequéncia cardiaca (registro elétrico) e na for¢a de contracéo (registro mecanico do ventriculo).
Acetilcolina e atropina nas concentracdes de 3,4 x 10* M (0,01 mg) e 1,7 x 10° M (0,1 mg),
respectivamente, foram testadas como controles para conferir o bom funcionamento do coracao.

As doses de 100 e 200 pg do PME diluidas em 200 pL de solugao Ringer foram avaliadas.

Apenas a dose de 200 pg do PME ocasionou uma leve diminuicéo na forca de contracéo, um efeito
inotrépico negativo, possivelmente via liberacdo e/ou modulacéo da atividade da acetilcolina (ACh)
das terminacBes nervosas do sistema parassimpatico autbnomo. O efeito inotrépico negativo
gerado pelo PME foi reversivel apds 40 s, sendo equivalente a aproximadamente metade da

resposta induzida pela acetilcolina na concentragéo de 3,4 x 10 M.

O PME (200 pg) diminuiu a forga de contragdo em 44,62% em comparagdo a acetilcolina que
diminuiu em 96,92%, para o0 mesmo tempo de recuperacéo da atividade normal do coracao (40 s)
e, atropina na concentracdo de 1,7 x 10° M aumentou em média a frequéncia cardiaca de 36

batimentos por minuto (bpm) para 42 bpm.
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O extrato ndo provocou alteracdes na frequéncia cardiaca e, portanto, pode-se concluir que a
alteracéo cardiovascular induzida pelo extrato é discreta (Figura 10).
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Figura 10. Avaliacédo das alterac8es eletrocardiograficas em coracéo in situ em ra. 200 ug do
PME; 3,4 x 10"M de acetilcolina e 1,7 x 10°M de atropina foram testados. Os eventos da forca de
contracdo e o eletrocardiograma (ECG) foram registrados em papel por meio de um poligrafo a
uma velocidade de 2,5 mm/seg, depois da estimulacdo vagal (6V,10 Hz, 0,5 ms) no equipamento

S48 stimulator —Grass InstrumentDivion, Warwick, RI,EUA e um transdutor mecanico—eléctrico F —
60 (NarcoBio Systems).
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5.8 . ALTERACOES NOS NIVEIS DE DOSAGENS SERICAS DE CREATINA QUINASE (CK)
E DE SUA ISOENZIMA (CK-MB)

Os resultados das dosagens de Creatina Quinase (CK) e de sua isoenzima (CK-MB), duas horas
ap6s a administracdo via subplantar do PME (30, 70 e 100 pg/animal) em camundongos, estao
representados na tabela 1 e nas Figuras 11 e 12. Também foi realizado um grupo controle no qual

foi injetado NacCl.

A injecdo do PME via subplantar induziu um aumento na concentracdo sérica da enzima Creatina
Quinase quando comparada a salina. Pode-se dizer também que esse aumento apresentou uma
tendéncia a dose-dependéncia. O mesmo pode ser observado em relacdo a concentragcdo de CK-

MB, porém a dose de 30 pg ndo apresentou diferenca significativa em relacédo a salina.
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Figura 11. Dosagem de CK em soro de camundongos. Grupo controle negativo B8 50 uL de
solugao salina. Grupos teste:mM30 ug do PME dissolvidos em 50 uL de solugdo salina, B 70 ug
do PME dissolvidos em 50 pL de solugdo salina, B8 100 ug do PME dissolvidos em 50 uL de
solugao salina. Os pontos representam a média + SEM (n = 5/grupo). Os dados foram submetidos
ao teste ANOVA de uma via seguido do teste T (Tuckey). * Diferengas significativas em relagédo a
salina. * p<0.05 ;** p<0.01. # Diferencas significativas em relagcédo a dose 100 ug.
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Tabela 1. Valores da média * erro padrao da média de CK e de CK-MB dosados em soro de
camundongos.

Grupo CK (UIL) CK-MB (U/L)
(média, £ E.P.M.) (média, = E.P.M.)
Controle (n=5) 1451,79 £ 643,22 273,87 £ 54,03
100 pg (n=5) 13331,09 £ 4903,38 1303,56 £ 69,76
70 pg (n=4) 9718,82 + 1582,39 1020,86 + 155,76
30 pg (n=5) 4351,17 + 522,07 464,59 + 43,48
1500+
Radal B3 Salina *
*k &3 30 ug/animal (%)
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) @D 100 pg/animal
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Figura 12. Dosagem de CK-MB em soro de camundongos. Grupo controle negativo B3 50 uL
de solugdo salina. Grupos teste:m30 ug do PME dissolvidos em 50 uL de solugdo salina, B 70
ug do PME dissolvidos em 50 uL de solugéo salina, B8 100 pug do PME dissolvidos em 50 uL de
solucao salina. Os pontos representam a média + SEM (n = 5/grupo). Os dados foram submetidos
ao teste ANOVA de uma via seguido do teste T (Tuckey). * Diferencas significativas em relacéo a
salina. * p<0.05 ; ** p<0.01; *** p<0.001. # Diferencas significativas em relagdo a dose 100 pg.+
Diferencgas significativas em relagéo a dose de 70 ug.
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5.9. ATIVIDADE GELATINOL[TICA EM GEL SDS-PAGE, CASEINOLITICA,
COLAGENASICA E ELASTASICA

Gelatina, caseina, elastina e colageno foram usados como substratos para avaliar a atividade
proteolitica gerada pelo extrato proteico do ferrdo do peixe P. maculatus. Os resultados das
atividades proteoliticas (atividades caseinolitica, colagenasica e elastasica, apés 2 horas de
incubacéo com 100 pg do PME, estdo mostrados na tabela 2. O extrato proteico do ferrdo do peixe
P. maculatus ndo gerou atividade gelatinolitica. O veneno de Bothrops moojeni e PBS (NaCl 137
mM, KCI 2,68 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO,4 1,7 mM, pH 7,2) foram usados como controle positivo

e negativo, respectivamente.

Tabela 2. Valores da média * erro padrdo da média das atividades proteoliticas sob Caseina,
Elastina e Colageno, apo6s 2 horas de incubagao com 100 ug do Extrato aquoso do ferrdo do
peixe Pimelodus maculatus.

Atividade Pimelodus maculatus Bothrops moojeni
Proteolitica (100 pg) (50 ng)

(U/mg)(média + Desvio padréo)

2h 2h

Atividade
Caseinolitica 154+ 2 9140+3
Atividade
Elastasica 136+1,52 3800+1,56
Atividade
Colagenasia 451,7+1,52 4450+1,55

As atividades proteoliticas sobre caseina, elastina e o coldgeno corroboram a presenca de
enzimas (proteases) no extrato proteico do ferrdo do peixe P. maculatus com capacidade de

degradar ou hidrolisar esses substratos.

PME (100 pg), correspondente a quantidade de proteina presente em um ferrdo, gera 154
unidades de atividade enzimatica por mg de proteina (U /mg), sobre caseina, apés 2 horas de
incubacdo. Mesmo sendo um ensaio inespecifico, permite identificar a presenca de proteases no
PME (Tabela 2).
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PME (100 pg) apresenta atividades de 136 (U /mg) sobre elastina e de 451,66 (U /mg) sobre
colageno, apés 2 horas de incubacédo. Desta forma, pode-se dizer que o extrato proteico do ferréo
do peixe P. maculatus contém proteases com a capacidade de degradar o colageno e elastina;
proteinas presentes no tecido conjuntivo, cuja degradacao pode estar favorecendo a difusdo da
peconha no interior do tecido e a permanéncia da sintomatologia por cerca de 6 a 8 horas nas

vitimas.
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6. DISCUSSAO

Constatamos, no presente estudo, que um ferrdo possivelmente é capaz de armazenar uma
quantidade aproximada de 100 ug de proteina e, dessa forma, simulamos o edema causado por
um ferrdo com a auséncia da acdo mecanica do mesmo. Na dose 100 ug de PME, ocorreu
surgimento de edema que persistiu por 120 min, tempo da Ultima leitura realizada (Figura 4),

demonstrando que o extrato proteico do ferrdo é capaz de induzir o edema formado no acidente.

Em envenenamentos causados por bagres em humanos, os sintomas sao descritos por dor intensa
e inchaco no local do envenenamento, ndo havendo descricdo de ébitos (Haddad Jr e Lastéria,
2005 ; Wright, 2009). Segundo um trabalho realizado por Haddad e colaboradores (Haddad Jr et
al., 2012), foram observados os sintomas em 39 pescadores que sofreram acidentes por peixes,
sendo o Pimelodus maculatus um dos peixes com maior ocorréncia, no qual os acidentados

apresentaram edema em 17,9% dos casos estudados.

Em acidentes causados por mandi, os sintomas instantaneos mais citados séo dor intensa, edema
e eritema, sendo que o edema persiste por cerca de seis a oito horas (Haddad Jr e Last6ria, 2005;
Wright, 2009) caracteristico da fase aguda do acidente (Haddad Jr e Martins, 2006). Nossos
resultados demonstraram que o edema persistiu ap6és 120 min, sugerindo que, caso fossem

realizadas novas leituras, 0 edema tenderia a diminuir com o transcorrer do tempo.

Os resultados demonstram que a dose de 85 pug do PME /animal possui uma forte a¢éo nociceptiva
durante a fase inflamatéria do envenenamento (Figura 5), que pode estar relacionado com a
persisténcia da dor por mais de 6 horas nos envenenamentos. Esta dor significativa pode ser
causada pela presenca de um processo inflamatério gerado pelo PME, além do induzido pela acao

mecanica do ferrao.

O extrato proteico do peixe Pseudoplatystoma fasciatum produziu um efeito nociceptivo em
camundongos injetados com dose maior de 60 pg do extrato, com um ponto maximo do efeito aos
74 s apls injecdo (Lopes-Ferreira et al., 2014); sugerindo que 0 extrato aquoso do peixe P.
maculatus gera um efeito nociceptivo menor ao gerado pelo extrato proteico do peixe

Pseudoplatystoma fasciatum.

O extrato proteico do peixe Pseudoplatystoma fasciatum também apresentou atividade
edematogénica com a dose de 30 pg produzindo atividade maximo apés 3 horas da injecdo em
camundongos (Lopes-Ferreira et al., 2014). Esse resultado, quando comparado ao edema induzido
pelo extrato proteico do ferrdo do peixe P. maculatus (Figura 4) sugere que a resposta produzida
pela dose de 100 pg deste ultimo gera uma atividade edematogénica mais rapida, com um 100%

de edema nos primeiros 15 min.
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A permeabilidade vascular é um marcador fundamental para avaliar o estado dos vasos
sanguineos, e seu aumento pode estar relacionado por fatores como estresse, fatores de
crescimento endotélio-vascular, fatores de crescimento de fibroblastos e mediadores da inflamacéao

(citocinas, serotonina, histamina ou bradiquinina) (Dvorak, 2005).

Nas condicdes fisiologicas normais o endotélio € permeavel a dgua e aos ions, e impermeavel as
proteinas; portanto, na auséncia dos estimulos inflamatérios, a albumina esta presente somente no
fluxo sanguineo e ndo no liquido extracelular. O corante Azul de Evans tem a caracteristica de
ligar-se a albumina e, portanto, por meio deste ensaio, pode — se determinar a quantidade de

perda de proteinas da corrente sanguinea no tecido intersticial (Radu,2012).

Uma caracteristica das reacdes inflamatérias é o aumento da permeabilidade vascular (Junqueira
et al.,, 2007) e, portanto, avaliar o extrato proteico do ferrdo do peixe P. maculatus em relacédo a
essas alteracdes fisiologicas € importante para conhecer melhor o perfil da inflamacdo que a
peconha pode gerar em um acidente. As doses de 30 pg e 70 pg do PME induziram um incremento
significativo na vaso-permeabilidade da cavidade peritoneal de ratos, sendo o maior efeito causado

pela dose de 70 pg, apos duas horas da injecao (Figura 6).

As alteracdes na permeabilidade vascular tém sido observadas com diferentes pegonhas de peixes
no Brasil. Por exemplo, a peconha do peixe-sapo (Thalassophry nenattereri) induz um aumento na
permeabilidade vascular e um drastico incremento principalmente de neutréfilos, 24 horas apés a
injecdo da pecgonha, e o influxo de leucécitos a partir do sistema vascular para o espaco peritoneal,
0 que é considerado como uma manifestagdo pré-inflamatéria (Lima et al., 2003). Similarmente, as
peconhas das arraias Potamotrygon cf. scobina e Potamotrygon gr. orbygnyi séo capazes de

aumentar a permeabilidade vascular em ratos (Magalhdes et al., 2006).

Estudos realizados por Junqueira e colaboradores (Junqueira et al., 2007) demonstraram que o
bagre Cathorops spixii aumentou significativamente a permeabilidade vascular nas doses de 12,5
25, 50 e 100 pg tanto da peconha como do muco venenoso da pele de maneira dose-dependente,

sendo o maior efeito causado pela dose de 100 pg do muco venenoso.

As atividades edematogénicas e nociceptivas estdo principalmente relacionadas com as alteracdes
na permeabilidade vascular, sendo essa Ultima um dos indicadores de um processo inflamat6rio
(Brain e Williams, 1985). Portanto, as altera¢gfes induzidas no presente estudo sdo comparaveis as
alteracdes geradas por outras peconhas de animais aquaticos, mostrando-se que essa pe¢onha
caracterizada por induzir edema e dor, pode também desenvolver um processo inflamatério na

dose de 70 pug de PME (Figura 6), que € inferior a quantidade que se estima ter um ferrao.

A inflamacg&o é um processo tissular constituido pela expresséo de eventos moleculares, celulares

e vasculares que protegem o organismo das agressfes fisicas, quimicas ou biolégicas,
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destacando-se no processo inflamatério principalmente a inflamacdo local, a expressao dos
mediadores inflamatérios e as alteracbes vasculares. Os mediadores do processo inflamatorio,
citocinas e quimocinas, sao produzidos no local da inflamacéo e existe uma correlacdo entre seus
niveis e a severidade do processo inflamatério, desencadeando uma cascata de produtos de

genes, geralmente nao produzidos em individuos saudaveis (Gallin, 1989; Male et al., 1991).

As alteracBes na permeabilidade vascular nas doses de 30, 70 e 100 ug (Figura 6), o marcado
efeito inflamatério na fase Il do ensaio de nocicepcdo na dose de 85 ug (Figura 5) e o edema na
dose de 100 pg (Figura 4) gerados pelo extrato proteico do ferrdo do peixe P. maculatus foi
importante para determinar os mediadores inflamatérios que estdo envolvidos nestas

sintomatologias.

Neste estudo foram avaliados os niveis de IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-10 no macerado do tecido de
pata de camundongos. Cem pg do PME ndo geraram a expresséo da interleucina TNF-a (dados
nao apresentados). No entanto, os niveis dos mediadores pro-inflamatérios IL-18 e IL-6
apresentaram um aumento significativo quando comparados ao grupo controle (NaCl), apés 6 e 8
horas da injecédo (160,84 e 410,07 pg/mL, respectivamente). Estima-se que os niveis de IL-13 e IL-
6 voltaram ao normal ap6s 24 horas da injecdo (Figura 7 e 8). O mediador anti-inflamatério IL-10
caracterizou-se por ter uma maxima expresséo de 189,08 pg/mL apdés 6 horas da injecdo, voltando

aos seus niveis normais apds 24 horas do tratamento (Figura 9).

Esses resultados podem justificar a permanéncia da sintomatologia (edema, dor e inflamacgé&o)
gerada nos envenenamentos com o peixe de estudo de 6 a 8 horas, onde para esses tempos de
avaliacdo, a expressao das interleucinas IL-1B, IL-6 e IL-10 chegaram a seus nhiveis maximos
(Figuras 7, 8, e 9).

Os efeitos inflamatérios gerados pela expressao da interleucina IL-1B levam a liberacdo de
histamina dos mastdécitos, levando ao aumento da permeabilidade vascular no local da inflamacéo
(Dinarello, 2000). Portanto, pode-se explicar que as alteracbes na permeabilidade vascular em
conjunto com a formagédo de edema, em parte, foram mediadas pelo aumento significativo dos
niveis de IL-1B na dose de 100 pug do PME.

Adicionalmente, é provavel que tenha ocorrido uma acgéo sinérgica da interleucina IL-6, uma vez
que as citocinas sdo conhecidas pela sua capacidade de induzir a liberagéo de outras citocinas. O
incremento nos niveis de IL-1B estimulam a liberacdo da interleucina IL-6 entre outros mediadores,
magnificando o processo inflamatério. Portanto IL-1 é reconhecida como o fator chave e principal
mediador pré-inflamatério responséavel pela resposta inflamatdria nos organismos (Bird et al., 2002;
Huising et al., 2004)
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A interleucina IL-10 é a citocina imunossupressora por exceléncia, inibindo a sinteses das citocinas
pré-inflamatérias como TNF-a, IL-1 e quimiocinas (Dinarello, 2000). Os niveis de expressao da
interleucina anti-inflamatéria IL-10 gerada pela dose de 100 ug do PME caracterizou-se por ter uma
maxima expressao de 189,08 pg/mL apods 6 horas da injecdo (Figura 9). Portanto, a expressao
significativa desse tipo de citocina poderia ter inibido a sinteses da TNF-a. Como mediador da
resposta inflamatoria, a expressdo de niveis altos de IL-6 tem sido associada na inibicdo da
expressdo de IL-1B e TNF-a (Jones, 2005), o que caracteriza o papel controverso da IL-6 na sua

funcéo pré ou anti-inflamatérias (Asano et al., 1990; Preiser et al., 1991).

Portanto, pode se justificar a auséncia da interleucina TNF-a, ante os altos niveis de expressao de
IL-6; ou simplesmente o extrato proteico do ferrdo do peixe P. maculatus ndo gera um processo
inflamatério dependente da expressédo e ativacdo desse mediador inflamatério. A auséncia desse
mediador inflamatério também foi encontrada por Lopes-Ferreira e colaboradores (Lopes - Ferreira
et al., 2014) na avaliagdo da resposta inflamatéria local gerada pelo veneno do peixe

Pseudoplatystoma fasciatum.

A presenca de edema e a dor esta associada com a expressdo dos mediadores inflamatérios. No
caso da dor inflamatéria, a expresséo de varios mediadores inflamatdérios é liberada de minutos até
horas em decorréncia a um dano tecidual. Bradicinina, proteases, histamina, serotonina, 6xido
nitrico, citocinas e outros mediadores séo liberados pelo fato da formacgéo da ferida e as células

imunes que poderiam ser afetadas (Basbaum e Jessell, 2000).

Tem-se reconhecido que os mediadores inflamatérios liberados a partir das células imunes podem
contribuir na permanéncia de uma dor persistente (Marchand et al., 2005). O extrato proteico do
ferrdo do peixe P. maculatus caracterizou-se por induzir um efeito nociceptivo significativo na fase
Il (Figura 5), e a expressdo dos mediadores inflamatorios IL-6, IL-18 e IL-10 (Figuras 7, 8 e 9).
Desta forma, poderia-se dizer que a dor induzida pelo extrato proteico do peixe P. maculatus em
Nnossos ensaios e a permanéncia dessa sintomatologia nos envenenamentos (6-8 horas) sdo

decorréncia da dor inflamatéria, além da dor gerada pela acdo mecéanica do ferrdo.

Existe uma correlacdo na atividade edematogénica na dose de 100 pg do PME e a expressao dos
mediadores inflamatérios IL-6, IL-1B e IL-10, que poderiam justificar que o edema induzido pelo
PME é em decorréncia ou modulada pela atividade biolégica desses mediadores (Figura 13 ),

além da dor e as alteracdes na permeabilidade vascular observadas.
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Figura 13. Correlagédo da formac&o de edema e a expressdo dos mediadores inflamatdrios
IL-1B, IL-6 e IL-10 na dose de 100 ug do PME.

A reacdo inflamatoria local induzida por peixes venenosos brasileiros tem sido avaliada
experimentalmente e os resultados podem ser comparaveis aos obtidos neste estudo. Por
exemplo, o extrato proteico do bagre da agua doce Pseudoplatystoma fasciatum caracterizou-se
por gerar um efeito inflamatério local, onde os mediadores inflamatérios IL-1B e IL-6 tiveram um
aumento significativo quando comparados ao grupo controle, ap6s duas horas da injecdo de 30 g
do veneno. O mediador TNF-a ndo foi expresso em momento nenhum do experimento (Lopes -
Ferreira et al., 2014). Esses resultados quando comparados aos resultados obtidos com o extrato
aquoso do ferrdo do peixe P. maculatus mostra que eles sdo semelhantes jA que o veneno
caracterizou-se por induzir a liberacdo dos mediadores IL-13 e IL-6, e ndo teve efeito nenhum na

expressdo do mediador TNF-a, além de ser representante da familia Pimelodidae.

O veneno do bagre Pseudoplatystoma fasciatum, na dose de 30 pug de proteina, apds duas horas
da injecao, gerou um aumento dos niveis de IL-1B (aprox. 350 pg/ml) e IL-6 (aprox. 1100 pg/ml)
maiores (Lopes - Ferreira et al., 2014), quando comparados aos niveis de expressdo do PME no
mesmo tempo de avaliacdo, sendo que o PME gerou a expressdo desse tipo de mediadores

inflamatérios apds 6 e 8 horas da injecdo, respectivamente (Figura 7 e 8).

Portanto, pode-se dizer que nos camundongos injetados com 100 ug do PME, os mediadores pro-

inflamatérios IL-1f3 e IL-6 foram expressos sendo a maior expressao da interleucina IL-6 maior que
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a de IL-1B nos experimentos para as duas espécies. Além disso, os mediadores inflamatoérios,
gerados por ambos 0s venenos (P. maculatus e Pseudoplatystom fasciatum) voltaram a seus

niveis normais apés 24 horas da injecao.

O efeito inflamatério gerado pelas arraias foi avaliado experimentalmente em Potamotrygon genus,
onde as alteracdes na permeabilidade vascular e os incrementos de leucécitos e das células
aderentes do endotélio estdo associados aos efeitos edematogénico e nociceptivo gerados pelo
extrato proteico bruto (Magalhaes et al., 2006). Os niveis dos mediadores inflamatérios IL-13 e IL-
6 tiveram um aumento significativo quando comparados aos grupos controle, apés duas horas da
injecdo de 100 pg do extrato proteico da arraia Potamotrygon cf. henlei (Monteiro Dos Santos et
al.,, 2011).

Quanto a caracterizacdo da resposta inflamatdria local do veneno de peixes venenosos de
ambientes marinhos, podemos citar os efeitos encontrados com o extrato proteico bruto do peixe
Cathorops spixii, quem induziu uma reacdo inflamatéria caraterizada pela expresséo das citocinas
IL-6, MPC-1 e KC, além do mediador inflamatério lipidico LTB4. IL-1B e TNF-a nido foram
detectados na lavagem peritoneal de camundongos (Junqueira et al., 2007).

Lima e colaboradores (Lima et al., 2003) encontraram que o0 extrato proteico do peixe
Thalassophryne nattereri gerou um incremento dos niveis de IL-183, IL-6 e TNF-a para 320, 2500 e
40 pg/pata, respectivamente, sendo estatisticamente significativos quando comparados aos niveis
do grupo controle. Pareja-Santos e colaboradores (Pareja - Santos et al., 2009) conferiram o efeito
pré-inflamatério do extrato proteico bruto do peixe Thalassophryne nattereri, tendo sido evidente a
inducdo de uma lesdo crénica. Os niveis de IL-1f incrementaram-se de 48 horas até 21 dias, apds
administragdo do veneno. IL- 6 e TNF-a s6 aumentaram em 21 dias e 48 horas, apds

administragdo do veneno, respectivamente.

Comparando-se os efeitos induzidos por Thalassophryne nattereri aos induzidos pelo peixe de
agua doce do presente estudo, pode-se dizer que o aumento dos niveis dos mediadores pré-
inflamatérios sdo bem maiores que os induzidos pelo PME, e a severidade do processo
inflamat6rio é bem maior em decorréncia ao incremento e a permanéncia dos mediadores
inflamatérios por até 48 horas. No entanto, tem-se encontrado que o extrato proteico do peixe
Scorpaena plumieri induz uma resposta inflamatéria local caracterizada pela expressdo de 38
pg/mL (TNF-a), 1600 pg/mL (IL-6) e 2470 pg/mL (MCP-1) apds duas horas da inje¢cao do veneno.
Todos os niveis dos mediadores pro-inflamatérios regressaram aos niveis basais apds 6 h de

administracdo do veneno (Menezes et al., 2012), tempo menor ao encontrado com o PME.

Finalmente, eventos sintomatolégicos como a formacdo de edema, as alteragbes na
permeabilidade vascular, e a expressdao dos mediadores inflamatorios gerados pelo extrato

proteico do ferrdo do peixe P. maculatus caracterizaram a resposta inflamatéria local desenvolvida
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nos envenenamentos com o peixe, sendo esses eventos comparaveis aos encontrados para outros
peixes tanto marinhos como da agua doce (Lopes-Ferreira et al., 1998; Sosa - Rosales et al., 2005;
Haddad Jr e Martins, 2006; Magalhdes et al., 2006; Junqueira et al., 2007; Lopes-Ferreira et al.,
2014). Destacando que as diferencias na modulacéo da resposta inflamatéria local e a severidade
do processo inflamatoério € variavel, e dependente da composi¢édo bioquimica do veneno para cada

espécie.

As alteragGes eletrocardiograficas induzidas pelo extrato proteico do ferrdo do peixe P. maculatus
foram avaliadas no ensaio coracgéo in situ de ra. A dose de 100 pg (quantidade que um ferrdo tem,
aproximadamente) nado induziu alteracdes na forca de contracédo ou na frequéncia cardiaca. Com o
dobro desta dose, o extrato proteico gerou apenas uma discreta diminuicdo na for¢ca de contragéo,

sem apresentar altera¢des na frequéncia cardiaca (Figura 10).

As respostas cardiovasculares induzidas pela maioria dos peixes venenosos nas preparagdes
cardiacas envolvem a atividade de receptores muscarinicos e, algumas vezes, ocorrem por meio
de colinomiméticos contidos na pegonha, que modulam indiretamente a via enddgena da
acetilcolina. Por outro lado, os efeitos positivos parecem ter relacdo com a atividade dos
adrenoreceptores. Respostas ndo adrenérgicas também podem ser observadas, além de gerar

contragdo do musculo liso e vasodilatagdo (Church e Hodgson, 2002).

Estudos realizados com extrato proteico de peixes pe¢onhentos demonstram os efeitos variaveis
que elas tém sobre o coracdo. Por exemplo, o extrato proteico bruto do ferrdo do bagre
Heteropneustes fossilis produz um incremento inotrépico tanto nos coragdes de sapos quanto nos
de cobaias (Datta et al., 1982).

Fracao letal e a toxina nomeada “PC” da peconha do peixe-cdo (Plotosus canius), causa respostas
contrateis em coragdo de cobaias, uma agdo que ndo é afetada pelo bloqueio dos receptores
adrenérgicos ou muscarinicos (Auddy e Gomes, 1996). A peconha do peixe-escorpido (Scorpaena
guttata) produz uma resposta bifasica em coragfes isolados de ratos, uma diminui¢cdo inicial
seguida de um incremento sustentado na forca de contracéo, indicando que a peconha atua sobre

0s receptores muscarinicos e adrenoreceptores (Schaeffer et al., 1971).

De maneira semelhante, a peconha do peixe-soldado (Gymnapistes marmoratus) induz o mesmo
efeito, onde a fase negativa € atribuida a atividade em receptores muscarinicos, e a fase positiva a
atividade adrenoreceptora (Hopkins e Hodgson, 1998). Além dessa variedade de efeitos serem
modulados pela composicdo da peconha da espécie, Church e Hodgson (Church e Hodgson,
2002) determinaram que as diferencas observadas também podem ser dependentes do modelo

biologico experimental e das concentragdes usadas.
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Estudos com peconhas de peixes sobre a atividade cardiaca de coelho mostraram que estas
induzem uma fase s6 de alteracao cardiovascular, enquanto que em estudos com outros animais,
as respostas foram sempre bifasicas como por exemplo, a peconha do peixe-pedra (Synanceia
trachynis), que pode alterar de um efeito vasodilatador para um vasoconstrictor dependendo da

concentracao avaliada (Church e Hodgson, 2000b).

Os testes realizados sob coracdo in situ de rd confirmaram que o extrato proteico do ferrdo do
peixe P. maculatus tem apenas um discreto efeito sob a for¢a de contracdo, quando testado numa
dose mais elevada que a envolvida no envenenamento. Tendo em conta que os efeitos das toxinas
dos bagres sdo locais, as alteracdes cardiovasculares ndo sdo uma caracteristica do
envenenamento por esse tipo de peixes (Haddad Jr, 2000; Haddad Jr, 2004; Haddad Jr e Lastéria,
2005; Haddad Jr e Martins, 2006; Dorooshi, 2012).

A quantificacdo da atividade da Creatina Quinase (CK) e sua isoenzima (CK-MB) no soro humano
sdo uma importante ferramenta na confirmac&o do diagndstico do infarto agudo do miocérdio (IAM)
e de outras lesbes cardiacas. A atividade dessas enzimas indica a necrose miocéardica e,
consequentemente, de um possivel 1AM, (Ferreira e Madeira, 2011). A enzima CK encontra-se
amplamente distribuida em tecidos musculares e no cérebro, sendo um marcador menos
especifico de lesdo cardiaca, enquanto a isoenzima CK-MB é encontrada principalmente no
miocérdio (Wu, 1989).

Este é o primeiro estudo dos efeitos farmacolégicos do extrato aquoso do ferrdo de P. maculatus e,
0 primeiro que avalia estes parametros com extratos proteicos dos bagres. PME, nas doses de 70
Mg e 100 pg, foi capaz de aumentar as concentracBes séricas tanto de CK (p<0.01 e p<0.05),
quanto de CK-MB (p<0.001 e p<0.01) (Figura 11 e 12), indicando uma possivel lesdo cardiaca e

ndo somente muscular.

Contudo, este ndo é um sinal clinico classico do envenenamento em humanos, visto que a
atividade da peconha restringe-se ao local, com dor intensa, eritema e inflamacéo (Haddad Jr et
al., 2012). Como os niveis de CK foram muito elevados, pode-se inferir que ocorra também uma
séria e extensa lesdo muscular no local da ferida. Uma vez que ndo houve atividade hemorragica
ou alteracdes nos tempos de coagulagdo, mesmo na dose de 100 pg/animal, pode-se inferir que
esta sintomatologia nédo é caracteristica do envenenamento pelo peixe P. maculatus.

Além disso, estas alteracdes n&do sdo sinais clinicos do envenenamento classico causado pelo
peixe estudado e ndo foram descritos em pacientes até o presente momento. A mera presenca de
uma elevada atividade de CK-MB néo indica necessariamente o infarto do miocéardio, de fato a
atividade de CK-MB pode ser detectada nas inflamacBes, e nas doencas musculares

degenerativas (Tietz, 1994). Portanto, as les6es musculares primeiro aqui descritas, podem estar
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associadas com necrose profunda ocasional e processos inflamatérios intensos, especialmente em

grandes traumas causados por ferrdes, que pode ferir a musculatura.

Atividade proteolitica tem sido amplamente estudada nos venenos de serpentes (Familia
Crotalidae) descobrindo-se o importante papel das proteases nas atividades patoldgicas geradas
pelo veneno. Neste aspecto, o veneno dos peixes nao é diferente. Tem-se descrito varias
atividades enzimaticas nestes venenos, como por exemplo, as peconhas dos peixes marinhos
Pterios volitans (Balasubashini et al., 2006), Notesthes robusta (Hahn e O"connor), Thalassophryne
natteri (Lopes-Ferreira et al., 1998), Thalassophryne maculosa (Sosa-Rosales et al., 2005),
Scorpaena plumieri (Carrijo et al., 2005) e Synanceia horrida (Khoo et al., 1992; Garnier et al.,
1995).

Em peconhas de peixes da 4gua doce, a atividade proteolitica tem sido estudada principalmente
nas peconhas das arraias Potamotrygon motoro (Magalhdes et al., 2008), Potamotrygon cf.
scobina, Potamotrygon gr . orbignyi (Magalhdes et al ., 2006) e Potamotrygon falkneri onde foram

identificadas atividade gelatinolitica, além de atividade hyaluronidasica (Haddad Jr et al., 2004).

As enzimas proteoliticas podem facilitar a absorc¢édo e difusédo do veneno nos tecidos das vitimas,
favorecendo os efeitos locais e sistémicos observados nos envenenamentos, cujo evento pode
depender da acéo biolégica das proteases presentes no veneno (Halstead, 1951; Haddad Jr et al.,
2003, Da Silveira et al., 2002). Gomes e colaboradores (Gomez et al.,, 2001) descreveram uma
correlagcdo direita entre a difusdo do veneno no sitio local do envenenamento favorecido pela

expresséo de proteases e a reacao inflamatoria.

Lima e colaboradores (Lima et al., 2003) demostraram que o0 extrato proteico do ferrdo do peixe
Thalassophryne nattereri gerou um aumento significativo dos niveis de IL-1B, IL-6 e TNF-a.
Pareja-Santos e colaboradores (Pareja — Santos et al., 2009) demostraram que as patas dos
camundongos injetados com o extrato do mesmo peixe tiveram a estrutura da matriz extracelular
alterada em decorréncia a ativacdo de metaloproteinases da matriz extracelular (MMP-2 e MMP-9),
sendo evidente uma diminuicdo das fibras de coladgeno durante a fase de recuperacao do tecido no

local da lesao.

Portanto, era importante avaliar a presenca de proteases no extrato aquoso do peixe P. maculatus
que possam favorecer o envenenamento e estarem associadas com a duracdo da sintomatologia

do mesmo.

Nos ensaios realizados, encontramos que o extrato proteico do ferrdo do peixe P. maculatus tem
atividade enzimatica sobre caseina (154 + 2 U/mg), elastina (136 + 1,52 U/mg) e colageno (451,66
+ 1,52 U/mg) apo6s duas horas de incubacdo. o que possivelmente pode estar favorecendo a

permanéncia de 6 a 8 horas na sintomatologia descrita no envenenamento (Tabela 2).
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As arraias da agua doce Potamotrygon cf. scobina e Potamotrygon gr. orbigny, apresentaram
atividade proteolitica sobre caseina de 3,7 £ 0,9 U/mg e 5,0 = 1,3 U/mg, respectivamente
(Magalhédes et al., 2006); atividade similar a gerada pelo extrato proteico dos peixes marinhos
Thallassophryne maculosa 4,4 + 1,5 U/mg (Sosa-Rosales et al., 2005) e Thallassophryne natteri
(Lopes-Ferreira et al., 1998) a uma dose de 100 pg do extrato proteico do veneno, considerada
uma atividade proteolitica discreta para esse substrato, de acordo com o critério de Sosa-Rosales
e colaboradores (Sosa-Rosales et al., 2005).

Sivan e colaboradores (Sivan et al., 2007) avaliaram a atividade proteolitica do extrato proteico do
ferrdo do peixe Scatophagus argus sobre caseina, onde 50 ug do extrato proteico gerou 3,74 + 0,3
U/mg de atividade. O extrato proteico do peixe P. maculatus (100 pg) produziu uma atividade

proteolitica maior (154 + 2 U/mg) quando comparado aos outros peixes estudados.

Dor, edema, eritema e necrose séo os sintomas clinicos gerados pelos acidentes com arraias de
agua doce, e esses eventos envolvem alteracdes da matriz extracelular; sendo as enzimas
presentes no veneno dos animais responsaveis pelo efeito (Haddad Jr et al., 2004). Estudos
realizados por Lopes-Ferreira e colaboradores (Lopes-Ferreira et al., 2002) demonstraram que as
proteases presentes no veneno do peixe marinho Thalassophrine nattereri geram uma forte acdo
citolitica sob plaquetas e células endoteliais; possivelmente responsavel pela hemorragia, e

favorecendo a difusédo do veneno nos tecidos adjacentes.

O extrato proteico da arraia P. falkneri contém proteases que degradam caseina, gelatina e
fibrinogénio, sendo a atividade proteolitica menor que a gerada pela arraia D. guttata. Esses
resultados sugerem que as proteases degradam 0s componentes presentes na matriz extracelular,
favorecendo o estabelecimento da leséo local, e em decorréncia, geram uma reacéo inflamatoria

com a liberacdo de mediadores envolvidos na nocicepg¢éo (Barbaro et al.,2007).

Esta atividade bioldgica ndo é exclusiva desses tipos de animais, mas também é uma atividade
que tem sido descrita para outros animais venenosos (Tan e Ponnudurai, 1992; Birkedal - Hansen
et al., 1993; Veiga et al., 2000; Haddad Jr et al., 2004; Lira et al., 2007). Portanto, é evidente que
as proteases tém como principal alvo induzir alteragBes na matriz extracelular contribuindo numa

forte les@o muscular e a permanéncia da sintomatologia nos envenenamentos.

A matriz extracelular estd composta principalmente por proteinas glicosaminoglicanas,
proteoglicanas e glicoproteinas. Cada uma delas executa fun¢des de forma integrada com as
outras; estabelecendo a matriz extracelular como um verdadeiro complexo funcional. O colageno e
a elastina séo as proteinas mais abundantes da matriz extracelular responséaveis pela resisténcia e
elasticidade do tecido, constituindo, assim, a arquitetura de matriz extracelular (Alberts et al.,
1989).
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O extrato proteico do peixe P. maculatus gerou uma forte atividade proteolitica sobre o colageno e
elastina (Tabela 2). Desta maneira, pode-se dizer que as proteases presentes no extrato proteico
tem a capacidade de degradar proteinas estruturais do tecido conjuntivo, facilitando a difusdo e
absorcdo da peconha no envenenamento, a permanéncia da sintomatologia, e a reacao
inflamatéria; além dos efeitos nocivos na matriz extracelular induzido pela acdo mecéanica do

ferrao.

Portanto, a atividade proteolitica gerada pelo extrato proteico do ferrdo do peixe P. maculatus se
soma as outras atividades proteoliticas encontradas em outros organismos, refletindo a importancia

das proteases no envenenamento e o importante papel que eles desenvolvem na sintomatologia.

O tratamento local utilizado para tentar diminuir a sintomatologia gerada pelo envenenamento com
0 peixe P. maculatus é submergir a parte do corpo afetada na agua quente por alguns minutos
(Haddad Jr, 2004). A temperatura como fator terapéutico caracteriza-se por aumentar a
extensibilidade do tecido conectivo, diminuir a rigidez articular, além dos efeitos analgésicos e anti-
inflamatérios (Schmidt e Simon, 2001). Portanto, se justifica o uso de agua quente como
tratamento que possa se contrapor a forte dor, edema e a inflamag&o caracteristica do
envenenamento pelo peixe de estudo, aproveitando as propriedades analgésicas e anti-

inflamatérias que a temperatura estimula.

Além disso, o que representa um dilema para o desenvolvimento de pesquisas com venenos de
animais aquaticos é labilidade ao calor que apresentam os compostos contidos na peconha
(Schaeffer et al.,, 1971). Portanto um aumento da temperatura pode levar a desnaturacdo das
proteases presentes no PME e, assim, diminuir a difusdo delas no tecido evitando um grau de
envenenamento maior, ja que a degradacdo de compostos da matriz extracelular como elastina e

coldgeno; onde as proteases presentes no PME tiveram um efeito maior.
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7. CONCLUSOES

Estima-se que um ferrdo do peixe Pimelodus maculatus contém aproximadamente 100 ug de

proteina e, possivelmente, essa € a quantidade maxima envolvida no envenenamento.

O PME é capaz de induzir a formacdo de edema, dor, aumento da permeabilidade vascular e
expressdo de mediadores pré e anti-inflamatérios indicando a presenca do processo inflamatorio
complexo. Nao se verificou, no entanto, atividade hemorragica ou alteragcdes ou alteragbes nos
tempos de protrombina e tromboplastina parcial ativada indicando que o PME ndo causa

alterag6es no sistema hemostatico.

O extrato aquoso do ferrdo do peixe P. maculatus gera uma discreta alteragéo cardiovascular
(efeito inotropico negativo) em anuros a uma dose duas vezes maior aquela injetada no
envenenamento por um ferrdo. Entretanto, as doses de 70 e de 100 pg foram capazes de
aumentar as concentra¢gdes séricas tanto de CK, quanto de CK-MB em camundongos, indicando
uma possivel lesédo cardiaca, além da lesdo muscular. Porém, tais alteragbes ndo sédo um sinal

clinico classico do envenenamento causado pelo peixe estudado.

O extrato proteico do ferrdo do peixe P. maculatus apresenta atividade proteolitica sobre as
enzimas caseina, elastina e colageno; evidenciando a presenca de proteases no extrato proteico

que podem estar envolvidas na sintomatologia no envenenamento.
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8. PERSPECTIVA

Identificar os componentes do extrato proteico do ferrdo do peixe Pimelodus maculatus
responsaveis pelos efeitos encontrados no envenenamento e as atividades proteoliticas avaliadas;
e assim estabelecer o possivel mecanismo de agao biolégica da formagéo do edema e o tipo de

proteases que tem a capacidade de degradar os substratos aqui avaliados.
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