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1. INTRODUCAO

As regides neotropicais possuem uma riqueza maior de espécies de peixes
quando comparadas as regides temperadas (LOWE-MCCONNELL, 1999), o que pode
ser constatado por combinagdes de fatores geoldgicos, climaticos e ecoldgicos, além
dos processos evolutivos e historicos (LOWE-MCCONNELL, 1999; RICKLEFS, 2004;
BOULTON et al., 2008). Possuindo cerca de 8.000 espécies, a regidao Neotropical é
conhecida por apresentar a maior diversidade e riqueza de espécies de peixes do
planeta (LAMMERT & ALLAN, 1999; SCHAEFER, 2000; REIS et al., 2003; KAVALCO
& PAZZA, 2007), das quais aproximadamente 5.000 pertencem a ictiofauna das aguas
continentais da América do Sul (REIS et al., 2003).

O Brasil dispée da maior rede hidrografica do mundo, apresentando por isso
um alto grau de diversidade e elevada complexidade, com caracteristicas de
ecossistemas bastante diferenciados, o que propicia o desenvolvimento de multiplas
espécies da flora e da fauna aquatica (COSTA, 2006; GIL et al., 2007). Esse conjunto
de ecossistemas aquaticos comporta parte da rica biodiversidade brasileira, que
segundo Godinho (1993) ¢ a ictiofauna mais diversificada do planeta. A exemplo disso
esta a bacia Amazénica, que possui 0 maior numero de espécie de peixes de todos os
sistemas fluviais existentes (VARI & MALABARBA, 1998; REIS et al., 2003;
GRANADO-LORENCIO et al., 2007).

Toda essa diversidade bioldgica possibilita a presenca de um grande numero
de animais que podem ocasionar acidentes pelo encontro com humanos, através de
seus venenos (HADDAD JR., 2000). Os animais, assim como outros seres Vvivos,
desenvolveram ao longo da evolugao estratégias de sobrevivéncia para defender-se,
defender seu territério e até mesmo sua prole. A producdo de toxinas por animais &
uma excelente estratégia que garante sua sobrevivéncia, nos mais variados
ecossistemas.

As toxinas animais tem se tornado, ha alguns anos, um alvo frequente de
pesquisas cientificas, no entanto, essas pesquisas concentram-se em venenos de
animais terrestres como serpentes (MARQUER et al., 2011), escorpides (XIE et al.,
2014), aranhas (ALLAH et al., 2011), lacraias (CAIl et al., 2013) entre outros. Em
contraste, s&o poucos os estudos sobre os venenos produzidos por peixes.

Os peixes produzem uma variedade de metabdlitos, dos quais resultam em
combinagbes que formam diversas estruturas quimicas e complexas moléculas, como
peptideos e proteinas com propriedades quimicas e farmacolégicas diferentes das

apresentadas pelos venenos de animais terrestres (RUSSELL et al., 1971;
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MATSUBARA SHIBAO et al., 2013; SHIBAO et al., 2015). As pesquisas realizadas
utilizando toxinas provenientes de animais aquaticos demonstram que elas dispdem
de substancias com distintas atividades farmacoldgicas (OLIVEIRA et al., 1990;
NUIJEN et al., 1999; RINEHART et al., 2000; CVETKOVIC et al., 2002; VAN-
KESTEREN et al., 2002).

Peixes de importancia toxicolégica podem ser diferenciados em venenosos ou
peconhentos. Os venenosos adquirem suas toxinas incorporando veneno de plantas,
algas ou outros organismos através da cadeia tréfica ou possuem vias metabdlicas
para a producdo de seus venenos (MINISTERIO DA SAUDE, 2001), como exemplos
temos o baiacu, a garoupa, barracuda e a bicuda. J& os peixes pegonhentos
possuem glandulas especializadas na secrecao de substancias téxicas e algumas
espécies podem possuir um aparato especializado na inoculagéo do veneno (POUGH
et al., 2008). No Brasil ndo ha relatos de acidentes fatais com peixes pegonhentos, no
entanto, estes podem ser responsaveis por acidentes graves que levam a diversos
graus de morbidade (HADDAD JR., 2000).

A maioria das familias e géneros de peixes peg¢onhentos possuem
representantes em rios e mares brasileiros (HADDAD JR et al., 2000), e os que mais
causam acidentes sdo as arraias (HADDAD JR., 2004), os bagres (HADDAD JR.,
2000), o peixe-escorpidao (FIGUEIREDO & MENEZES, 1978; HADDAD JR. et al,,
2003) e o niquim (AUTO, 1992; ALMEIDA & ROCHA, 1989; FONSECA & LOPES,
2000; HADDAD JR et al., 2003; FACO et al., 2005).

Apesar da existéncia de trabalhos na literatura sobre a toxicidade dos peixes,
em especial sobre as arraias, pouco ainda se conhece sobre as toxinas desses
animais, seus efeitos no organismo humano e seus tratamentos. Esta falta de
informagéo acerca das toxinas acaba por afetar o modo como estao sendo tratados
0s agravos por peixes no Brasil, principalmente pelas arraias da familia
Potamotrygonidae. Fatores como a producéo de pequenas quantidades de veneno, a
ineficacia dos métodos de extracdo destas toxinas e a dificuldade para capturar o
animal, representam algumas das dificuldades encontradas nesta area de pesquisa.

No intuito de elucidar possiveis diferengas na gravidade dos acidentes
provocados por peixes, em especial as arraias, neste estudo foi utilizado dois
processos de analise: 1) revisdo de literatura sobre os acidentes humanos provocados
por peixes; e 2) estudo experimental para investigar a importancia da resposta
imunoldgica induzida pelo veneno da arraia Potamotrygon cf. henlei.

Desse modo, o presente trabalho foi desenvolvido em dois capitulos, o primeiro

aponta o conhecimento cientifico acerca dos acidentes provocados por peixes. E o
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segundo investiga o eixo IL-33/ST2 na resposta inata dependente de mastocitos

induzida pelo veneno da arraia Potamotrygon cf. henlei.
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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo realizar uma revisao de literatura sobre os
acidentes humanos envolvendo peixes, no intuito de elucidar possiveis diferencas na
gravidade dos acidentes, seu quadro clinico e tratamento empregado. Para tanto,
faremos a comparacao entre as espécies selecionadas para esse estudo em relagéo
ao aparelho inoculador de veneno, o quadro clinico apresentado pelos acidentados, os
tratamentos empregados e as propriedades quimicas e bioldgicas do veneno. Para
elaboragcao desta revisdo foi realizado levantamento bibliografico na base de dados
CAPES, Sciverse Hub, Sciverse Science Direct, Sciverse Scopus, Scirus e Pubmed.
Foram utilizadas as palavras chaves tanto em portugués como em inglés: acidentes,
peixes, envenenamento e ictismo, com as quais foram encontradas 346 publicagdes,
do periodo de 1961 a 2016, das quais 96 foram utilizadas como referéncias
bibliograficas para compor a revisdo. Os resultados apontam que os acidentes por
animais do ambiente aquatico sdo um importante agravo a saude, principalmente ao
trabalhador da pesca, provocando, em alguns casos, incapacidade temporaria para o
trabalho.

Palavras-chave: peixes pegconhentos, acidentes, envenenamento, ictismo.

Abstract

This study aimed to carry out a review of literature on human accidents involving fish in
order to elucidate possible differences in the severity of accidents, their clinical and
employee treatment. Therefore, we will compare the species selected for this study in
relation to the inoculant device poison, the clinical picture presented by the victims,
employees treatments and chemical and biological properties of the venom. For
preparation of this review was carried out literature in CAPES database SciVerse Hub,
SciVerse Science Direct, SciVerse Scopus, Scirus and Pubmed. key words were used
in both Portuguese and English: accidents, fish, poisoning and ictismo with which were
found 346 publications, from 1961 to 2016, of which 96 were used as references for
inclusion in the review. The results show that the accidents from aquatic animals are
an important health problem, particularly in the fishing worker, causing, in some cases,
temporary incapacity for work.

Keywords: venomous fish, accidents, poisoning, ictismo.
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CAPITULO 1

PEIXES PECONHENTOS: APARATO INOCULADOR, QUADRO CLINICO E
ATIVIDADES BIOLOGICAS

1. INTRODUCAO

A distribuicdo global dos peixes pegonhentos € ampla, porém ocorre uma
concentragao mais significativa nos trépicos (HASLSTEAD, 1966). Praticamente todas
as familias e géneros de peixes venenosos tém representantes nos mares e rios
brasileiros (HADDAD JR., 2003). Devido a diversidade de peixes venenosos, a
interagdo do homem com o ambiente aquatico pode ocasionar acidentes. Segundo
Pardal (1993), a intoxicagao local ou geral causada pela pegonha de peixes, inoculada
por mordedura ou por ferroada, bem como o envenenamento devido a ingestdo de
peixes venenosos por natureza ou em consequéncia de decomposi¢cdo € denominado
de ictismo.

O ictismo é classificado segundo o Ministério da Saude (2001), como ativo e
passivo. De modo geral, os ativos ocorrem quando as pessoas entram no meio
ambiente destes animais ou manuseiam os mesmos, quer seja na retirada dos anzois,
das redes de pesca ou quando acidentalmente sdo comprimidos pelos pés e maos
humanas. O ictismo ativo pode ser produzido por peixes pegonhentos (acantatoxicos)
€ nao pegonhentos. Os peixes considerados peconhentos ou acantéxicos sao todos os
que possuem glandulas epidérmicas de veneno associados com espordes localizados
nas nadadeiras dorsais, peitorais e/ou na cauda. Sao representados por 40 espécies
no Brasil, entre estes estdo as arraias, bagres, mandis, peixes-escorpido, niquins e
moréias.

Os peixes ndao peconhentos causam acidentes traumaticos ou vulnerantes,
geralmente ocasionados por dentes, rostros e aculeos que ao contato com o corpo
humano causam lesdes de extensao e profundidade variaveis como os causados por
piranhas e tubarbes. Existem ainda os peixes pequenos que podem penetrar em
orificios humanos (candiru) e os peixes elétricos que podem liberar descargas elétricas
quando em contato com o corpo humano, como o poraqué e a arraia treme-treme
(MINISTERIO DA SAUDE, 2001; HADDAD, JR. 2003).

O ictismo passivo pode ser produzido por peixes venenosos (sarcotoxicos) ou
nao venenosos. Os acidentes sarcotdxicos ocorrem por ingestao de peixes e frutos do
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mar que possuem venenos (baiacus, por exemplo) ou peixes contaminados por
bactérias, dinoflagelados e produtos quimicos prejudiciais a saude humana (mercurio,
por exemplo), segundo Ministério da Saude (2001).

O estudo sobre os acidentes causados por animais aquaticos no Brasil
apresenta comunicagdes esparsas e pouco conclusivas em termos de epidemiologia,
relato dos sinais e sintomas e medidas terapéuticas empregadas (HADDAD, JR.
2003).

O presente trabalho teve como objetivo realizar uma revisao de literatura sobre
os acidentes humanos envolvendo peixes, no intuito de elucidar possiveis diferencas
na gravidade dos acidentes, seu quadro clinico e tratamento empregado. Para tanto,
faremos a comparacao entre as espécies selecionadas para esse estudo em relagéao
ao aparelho inoculador de veneno, o quadro clinico apresentado pelos acidentados, os
tratamentos empregados e as propriedades quimicas e biolégicas do veneno.

Para elaboracao desta revisao foi realizado levantamento bibliografico na base
de dados CAPES, Sciverse Hub, Sciverse Science Direct, Sciverse Scopus, Scirus e
Pubmed. Foram utilizadas as palavras chaves tanto em portugués como em inglés:
acidentes, peixes, envenenamento e ictismo, com as quais foram encontradas 346
publicacbes, do periodo de 1961 a 2016, das quais 96 foram utilizadas como

referéncias bibliograficas para compor a revisao.

1.1 Espécies de peixes venenosos e a epidemiologia dos acidentes

Existem varias espécies de arraias distribuidas tanto nas costas tropicais
quanto em aguas temperadas (incluindo as espécies marinhas e de agua doce). As
espécies com maior incidéncia de acidentes e registros cientificos sdo: Potamotrygon
cf. scobina, Potamotrygon gr. orbignyi, Potamotrygon falkneri, Potamotrygon cf. henlei,
Potamotrygon motoro e Dasyatis guttata, demonstradas no quadro 1.

As arraias sao peixes de habitos bentbnicos, geralmente ficam escondidas no
fundo do rio, cobertas por areia e lama. Nao atacam o ser humano, mas quando
pisadas acidentalmente, a arraia em um movimento defensivo utiliza sua cauda em
forma de chicote para livrar-se de seu agressor (MAGALHAES et al., 2006). Nessa
movimentagao da causa, é introduzido o ferrdo na vitima, pois ha na nadadeira caudal
ferrbes retroserrilihados responsaveis por causar varias lesdes principalmente em
maos e pés de pescadores, populagdes ribeirinhas e banhistas (GARONE et al., 2005;
HADDAD JR. et al., 2004).
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Quadro 1 — Nome popular do peixe, espécie e imagem dos exemplares de arraias.

NOME POPULAR

ESPECIE

ARRAIAS

Potamotrygon cf. scobina
(agua doce)

IMAGEM

Potamotrygon gr. orbignyi
(agua doce)

Potamotrygon falkneri
(4gua doce)

Potamotrygon cf. henlei
(4gua doce)

Potamotrygon motoro
(agua doce)

Fonte: GARRONE NETO et al., 2007

Dasyatis guttata
(marinho)

Fonte: LAMEIRAS et al., 2013
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Uma grande variedade de espécies venenosas de bagres marinhos e de agua
doce é encontrada em redes de pesca, muitas vezes, aumentando o risco dos
acidentes (HADDAD JR., 2003; HADDAD JR., 2008). Estes sado responsaveis por
causar muitos acidentes envolvendo pescadores profissionais e moradores ribeirinhos.
A maioria dos acidentes ocorre nas maos das vitimas, devido a manipulagao incorreta
do animal ou nos pés devido as vitimas pisarem no peixe que pode estar enterrado a
beira mar ou rio (HADDAD JR. & LASTORIA, 2005). As duas espécies aqui
trabalhadas, Pimelodus maculatus e Cathorops spixii, estdo demonstradas no quadro
2.

O bagre Pimelodus maculatus € uma das espécies de peixe de agua doce que
compde o grupo dos bagres ou mandis, ocorre em todas as bacias hidrograficas do
Brasil, popularmente conhecido como bagre amarelo ou mandi (HADDAD JR. et al.,
2012). O bagre Cathorops spixii € uma espécie marinha, largamente encontrada em
toda a costa brasileira, principalmente nas regides sul e sudeste (REIS, 1986).

As duas espécies de bagre, assim como outras, causam acidentes em
populagdes ribeirinhas que o utilizam como alimento e também para comercializagcao
(GARRONE NETO et al.,, 2005; HADDAD JR. & MARTINS, 2006; HADDAD JR.,
2008). Além disso, a sua pesca desportiva tem grande relevancia em muitas regides
do Brasil (SILVA et al., 2010).

Quadro 2 — Nome popular do peixe, espécie e imagem dos exemplares de bages ou mandis.
NOME POPULAR ESPECIES IMAGEM

Pimelodus maculatus
(4gua doce)

BAGRES OU
MANDIS

Cathorops spixii
(marinho)

Fonte: CAMARGO, 1998.

O peixe escorpido, demonstrados no quadro 3 (Scorpaena guttata e Scorpaena
plumieri) e o peixe ledo, demonstradas no quadro 4 (Dendrochirus zebra, Pterois

Antennata e Pterois lunulata), pertencem a familia Scorpaenidae e estdo presentes no
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meio marinho e de agua doce, largamente distribuidos em aguas tropicais,
temperadas e no Artico (NELSON, 1994). S3o considerados os peixes venenosos
mais perigosas do mundo (KIZER et al., 1985; WILLIAMSON et al., 1996).

A maioria dos acidentes, tanto para os peixes escorpido quanto para os peixes
ledo, acomete as maos de pescadores que ao manusear as redes de pescas sao
ferroados, causando severas lesdes que podem levar a 6bito (HADDAD JR. et al.,
2003).

Quadro 3 — Nome popular do peixe, espécie e imagem dos exemplares de peixe escopido.
NOME POPULAR ESPECIES __IMAGEM

Scorpaena guttata
(marinho)

> -
A et S oo, -
.:;.. _ s e % -

rr e RS T (Sl
Fonte: ROBERTSON, 2010

PEIXE ESCORPIAO

Scorpaena plumieri
(marinho)

] A R _-f:.-:’c-‘:r
Fonte: RANDALL, 1995

Scatophagus argus é um peixe com origem em agua salobra e em habitats
marinhos da Asia e Australia, conhecido popularmente como peixe-manteiga. S&o
comumente criados por aquaristas de todo o mundo, atraidos principalmente pela
coloragao vistosa que o animal apresenta, demonstrados no quadro 5. Em seu habitat
natural €& apreciado pelo sabor, atraindo muitos pescadores que por vezes
desconhecem a presenca de veneno e dos espinhos, acabam se ferindo ao manusear

o animal de forma incorreta.
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Quadro 4 — Nome popular do peixe, espécie e imagem dos exemplares de peixe ledo.
NOME POPULAR ESPECIES IMAGEM

Dendrochirus zebra
(marinho)

PEIXE LEAO

Pterois antennata
(marinho)

Pterois lunulata
(marinho)

Fonte: SHAO, 1994

Quadro 5 — Nome popular do peixe, espécie e imagem do exemplar de peixe manteiga.
NOME POPULAR ESPECIES IMAGEM

Scatophagus argus

PEIXE MANTEIGA ;
(marinho)

Fonte: DIKIC, 1998

Os peixes pedra (quadro 6) pertencem a ordem Scorpaeniformes e constituem
um grupo de peixes que estdo entre os mais perigosos do mundo e sdo responsaveis
por diversos casos de envenenamento grave entre os seres humanos (PHOON &
ALFRED, 1965). As espécies Synanceia horrida, Synanceia trachynis e Synanceia
verrucosa sdo as mais comuns entre o grupo de peixe pedra. Estes peixes séo
marinhos e gostam de se esconder entre as pedras e recife de corais, onde se

camuflam e acabam sendo pisoteados por banhistas e pescadores. Dessa forma,
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provocam lesdes no membro da vitima que podem levar a ébito devido a toxicidade do
veneno (KIRIAKE et al., 2013).

Acidentes com peixes venenosos do género Thalassophryne séo relatados em
grande parte de América do Sul, onde representam um risco a saude e grave
problema social (CERVIGON, 1980; ALMEIDA & ROCHA, 1989). No Brasil sao
comumente encontrados na costa brasileira. Espécies como Thalassophryne
maculosa e Thalassophryne nattereri séao famosas por provocar acidentes com
nadadores, mergulhadores e principalmente em pescadores que ao pisar ou manusear
o peixe sao ferroadas através de espinhos localizados na barbatana dorsal interligados
a glandulas de veneno (FERREIRA et al., 2016; COLLETTE, 1995). Nao possuem
valor comercial para o consumo humano por causa do seu aspecto desagradavel.

Além dessas duas espécies, a Porichthys porosissimus também €& conhecida
como um representante do grupo dos peixes sapo. Os peixes sapo do género
Porichthys sao encontrados no Pacifico e Oceano Atlantico (FROESE & PAULY,
2013). Existem 14 espécies e mais géneros que compdem esse grupo e sua ampla
distribuicdo fazem com que sejam normalmente encontrados na rede de pesca dos
pescadores, especialmente nas areas de captura de camarbes (FERREIRA et al,,
2014). Sao peixes de habitos noturnos que se movimentam devagar e ficam
enterrados na areia e fundo lamacento aguardando a oportunidade de capturarem
uma presa como camardes e peixes menores. Os acidentes humanos ocorrem pela
manipulacdo do peixe ou por pisoteamento (FROES, 1933). As espécies de bagres

sdo demonstradas no quadro 7.
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Quadro 6 — Nome popular do peixe, espécie e imagem dos exemplares de peixe pedra.

NOME POPULAR ESPECIES IMAGEM

Synanceja horrida
(marinho)

Synanceia verrucosa
PEIXE PEDRA (marinho)

Synanceia trachynis
(marinho)

Quadro 7 — Nome popular do peixe, espécie e imagem dos exemplares de peixe sabo ou

niguin.
NOME POPULAR ESPECIES IMAGEM
Thalassophryne nattereri
(marinho)
PEIXE SAPO Thalassophryne maculosa
OU NIQUIN (marinho)

Porichthys porosissimus
(marinho)

“Fonte: FERREIRA et al, 2014,




O peixe diabo (quadro 8) € mais um exemplar da ordem Scorpaeniformes,
composta por varias espécies de peixes venenosos capazes de provocar acidentes
humanos ao serem pisados ou manipulados indevidamente (KIRIAKE et al., 2013).

Inimicus japonicus é amplamente distribuido ao longo das areas costeiras do
leste da Asia (TAKUSHIMA et al 2003). Na China e no Jap3o o peixe diabo é utilizado
para a producao de larvas artificialmente, sendo considerado como uma nova espécie
comercialmente importante para a aquicultura (LIU & QUAN 2005; KADOMURA et al.,
2006; CHEN et al., 2009; KIM et al., 2012).

Quadro 8 — Nome popular do peixe, espécie e imagem do exemplar de peixe diabo.
NOME POPULAR ESPECIES IMAGEM

Inimicus japonicus

Peixe diabo (marinho)

Fonte: SHAO, 1994

O peixe soldado (Gymnapistes marmoratus) é parente do peixe pedra e habita
a regiao costeira da Australia (SUTHERLAND, 1983), demonstradas no quadro 9. Seu
conjunto de espinhos causam lesdes severas em humanos, semelhantes a de seu
parente peixe pedra (CHURCH et al., 2001).

Quadro 9 — Nome popular do peixe, espécie e imagem do exemplar de peixe soldado.
NOME POPULAR ESPECIES IMAGEM

Gymnapistes marmoratus

PEIXE SOLDADO .
(marinho)

Fonte: MADDERN, 2006

O grupo do peixe vespa é composto por duas espécies, Ablabys taenianotus e
Hypodytes rubripinnis, pertencentes a ordem Scorpaeniformes (KIRIAKE et al., 2013),
sdo demonstradas no quadro 10. O Hypodytes rubripinnis € um pequeno peixe
pertencente a familia Scorpaenidae, mesma familia do peixe escorpidao (TANGE,
1954), conhecido por ser perigoso para o homem por causar acidentes com

envenenamento. O acidente ocorre normalmente pelo contato realizado quando o
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homem pisa sobre o animal e 0os espinhos contidos ao longo da coluna vertebral que
perfura 0 membro da vitima com pressao suficiente sobre as glandulas de veneno,
este flui ao longo do espinho para o tecido da vitima, resultando num quadro de
envenenamento com lesdo mecéanica causada pelos diversos espinhos do animal
(SHINOHARA et al., 2010).

Ablabys taenianotus é uma espécie marinha que habita agua rasas com
bancos de areia e plantas aquaticas, no Leste do Oceano indico e Pacifico Ocidental,
norte do Japdo e sul da Australia (RANDALL et al., 1990). E um peixe facilmente
capturado em redes de pescadores ou pisoteado por banhistas distraidos, levando a
ocorréncia de acidentes humanos, pois possui uma série de espinhos interligados a
glandulas de veneno (KIRIAKE et al., 2013).

Quadro 10 — Nome popular do peixe, espécie e imagem dos exemplares de peixe vespa.
NOME POPULAR ESPECIES IMAGEM

Ablabys taenianotus
(marinho)

PEIXE VESPA Fonte: BRAY, 2011

Hypodytes rubripinnis
(marinho)

Fonte: SHINOHARA et al., 2010.

A figura 1 mostra o0 mapa com a distribuicdo dos peixes peconhentos, em nivel
de género, dos peixes aqui trabalhos, onde podemos observar a concentragdo desses
animais principalmente na América do Sul, Australia e sudeste da Asia. Possivelmente
essa disribuicdo regular deve-se a Teoria da deriva continental, onde os continentes
formavam uma Uunica massa de terra conhecida como Pangéia. As derivas
subsequentes dividiram a Pangéia em Laurassia e Gonduana. O continente da
Gonduana, formada pelos continentes do sul do planeta, se dividiu em trés partes:
Africa e America do Sul; Antartida e a Australia; e a india que se deslocou em colisdo
com a Asia (PIELOU, 1991).

A deriva continental teve duas consequéncias importantes para os sistemas

ecologicos: primeiro, as posigdes dos continentes e das grandes bacias oceénicas
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influenciam profundamente os padrdes climaticos; segundo, a deriva continental cria e
quebra barreiras de dispersdo de espécies, alternativamente conectando e
desconectando biotas em evolugdo em diferentes regides da Terra (RICKLEFS &
SCHLUTER, 1993).

A histéria das conexdes entre os continentes reforca as distribuicbes de
animais e plantas, sugerindo que algumas espécies evoluiram no sul da América do
Sul e Austrélia, deslocando-se posteriormente para o sudeste da Asia (RICKLEFS,
2009).

ST : LEGENDA
i TIIBL s Bl Ablabys sp.
Ci : : I cathorops sp.
[ | Dasyatis sp.
: B Dendrochirus sp.
® 3 ' i [ | Gymnapistes sp.
' e | I Hypodytes sp.
[ ] ; Inimicus sp.
N T : gle Bl Pimelodus sp.
P e 0y | [ ] . _ = Potc'zmotrygon sp.
® i ® B0 rPorichthys sp.
®
@

AN

e

) ® Bl Fierois sp.
Scatophagus sp.
e @ B scorpaena sp.
% ; Synanceja sp.
M thalassophryne sp.

Figura 1: Mapa da distribuicdo dos peixes venenosos. Fonte: Site histéria digital —
adaptado.

1.2 Aparelho inoculador

O aparelho inoculador de veneno nos peixes e a produgado de toxinas, como
em outros animais pegonhentos, sdo adaptacdes desenvolvidas ao longo da evolucéo
como uma estratégia de sobrevivéncia (FROES, 1933).

As arraias (Potamotrygon cf. scobina, Potamotrygon gr. orbignyi, Potamotrygon
falkneri, Potamotrygon cf. henlei, Dasyatis guttata entre outras espécies) possuem de
um a trés ferrdes retroserrilhados na nadadeira caudal (Figura 2), responsaveis por
causar acidentes em humanos (GARONE et al., 2005; HADDAD JR. et al., 2004). Os
ferrdes sao estruturas afiadas, derivados de denticulos dérmicos modificados,
retroserrilhados bilateralmente e recoberto por bainha tegumentar que contém
glandulas de veneno em sulcos ventrolaterais (GARRONE NETO & HADDAD JR.,
2009; DEHGHANI et al., 2009). As glandulas de veneno se rompem devido a leséo
mecanica causada pela entrada do ferrdo no tecido da vitima (GARRONE NETO &

HADDAD, 2009). O quantitativo de glandulas de veneno e a distribuicdo podem variar
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de acordo com a espécie (CAMPBELL et al., 2003), assim como o tamanho do ferrao.
Em estudo comparativo da histologia dos ferrées de arraias de agua doce e marinhas,
Pedroso et al. (2007), verificaram que os ferrdes das espécies de agua doce
(Potamotrygon leopoldi, Potamotrygon falkneri e Potamotrygon orbigny) possuem um
quantitativo maior de glandulas de veneno distribuidos por toda a epiderme do ferrao
em relagdo as espécies marinhas (Dasyatis guttata e Aetobatus narinari). Essa
caracteristica pode justificar a diferengca de gravidade dos acidentes humanos
causados por arraias marinhas e de agua doce, pois ainda segundo Pedroso et al.
(2007) os acidentes por arraias de agua doce sao geralmente mais graves e causam
necrose mais intensa no local da lesdo, quando comparados com os acidentes
envolvendo arraias marinhas.

Além do ferrao, o epitélio das arraias possui muco que recobre todo o corpo do
peixe e que contem bactérias, que agravam ainda mais o quadro de envenenamento
(MAGALHAES et al., 2006; SANTOS et al., 2011).

Figura 2: Ferrbes de arraia de agua doce
(Potamotrygon cf. henlei). Fonte: SEIBERT, 2016.

O aparelho inoculador de veneno, nos bagres (Pimelodus maculatus e
Cathorops spixii), consiste em barbatanas dsseas dorsais e peitorais (WRIGHT, 2009),
rodeado por uma fina camada de pele cutanea denominada de bainha (HALSTEAD,
1951). As células glandulares responsaveis pela produgdo do veneno estao entre as
camadas de epiderme e da derme, e concentradas nas margens anterior e posterior
das barbatanas (HALSTEAD, 1951).

O peixe-manteiga (Scatophagus argus) possui glandula alongadas de veneno
distribuidas pelas ranhuras na porcédo anterior de 11 espinhos dorsais, 2 espinhos
pélvicos e 4 espinhos anais (CAMERON & ENDEAN, 1977). Ja o peixe-sapo ou
niquim (Thalassophryne nattereri e Thalassophryne maculosa) possuem um aparelho

especial para a injecao de veneno, incluindo dois espinhos ocos na primeira barbatana
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dorsal e dois espinhos localizados préoximo ao opérculo (Figura 3), que estao ligados a
glandula de veneno (HALSTEAD, 1971). O veneno é emitido quando a coluna
vertebral perfura o tecido da vitima e a bainha tegumentaria que envolvendo a coluna

vertebral, liberando o veneno que ¢é injetado na vitima (COLLETTE, 1995).

Figura 3. Ferrbes de Thalassophryne nattereri.
Fonte: FERREIRA et al., 2014

Enquanto os peixes sapo do género Thalassophryne sao reconhecidos
mundialmente por seu alto potencial toxicolégico (COLLETTE & RUSSO, 1981), o
peixe sapo Porichthys porosissimus esta envolto numa discussdo em relacdo a
presenca de glandulas de veneno (FERREIRA et al., 2014). A mengao inicial sobre o
potencial do envenenamento do género Porichthys foi realizada por Halstead (1970),
que estudou os espinhos operculares e dorsais de um exemplar de Porichthys notatus,
espécie semelhantes a Porichthys porosissimus. Halstead (1970), concluiu que o
género em questao ndo é venenoso, pois nao encontrou evidéncias de uma glandula
de veneno anexada aos espinhos. Alguns autores alegam que além da auséncia de
glandula de veneno, o Porichthys porosissimus possui espinhos solidos,
impossibilitando o fluxo de veneno por seu interior, como ocorre nos exemplares do
género Thalassophryne, que inclui o peixe com o aparelho inoculador de veneno mais
especializado (COLLETTE, 1966; COLLETTE & RUSSO, 1981; FROES, 1933).
Porém, ha alguns estudos que indicam a presenga de uma glandula peitoral axilar
(COLLETTE & RUSSO, 1981) e a presencga de tecido glandular na barbatana peitoral
(WALKER & ROSENBLATT, 1988).

Em estudo recente Ferreira et al. (2014) sugeriram a presenga de glandulas de

veneno associadas aos espinhos, como o observado em Thalassophryne nattereri. As
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observagdes clinicas e o estudo bioldgico sdao conclusivos quanto a presenca do

veneno no espinho opercular, em Porichthys porosissimus (Figura 4).

Figura 4: hb obeféular de Porichthys porosissimus.
Fonte: FERREIRA et al., 2014

Os peixes da ordem Scorpaeniformes constituem um grupo de peixes que
estdo entre os mais perigosos do mundo e sdo responsaveis por diversos casos de
envenenamento grave entre os seres humanos (PHOON & ALFRED, 1965). Segundo
KIRIAKE et al. (2013), dentro desta ordem ocorrem varios grupos como: peixe-ledo
(Dendrochirus zebra, Pterois Antennata, Pterois lunulata e Pterois), peixe-soldado
(Gymnapistes marmoratus), peixe-escorpiao (Scorpaena guttata e Scorpaena
plumieri), peixe-diabo (Inimicus japonicus), peixe-pedra (Synanceia horrida, Synanceia
trachynis e Synanceia verrucosa), peixe-vespa (Ablabys taenianotus e Hypodytes
rubripinnis. Estes peixes possuem espinhos recobertos por epitélios glandulares
contendo veneno, de 11 a 17 espinhos localizados nas barbatanas dorsais, 2 pélvicos
e 3 anais.

As espécies de peixes pedra (Synanceia horrida, Synanceia trachynis e
Synanceia verrucosa) sdo os unicos exemplares dessa ordem que possuem uma

grande glandula de veneno mais evidente (POH et al., 1991).

1.3 Quadro clinico

O quadro clinico dos acidentes envolvendo os peixes peconhentos apresentam
ferimento puntiforme ou lacerante, acompanhado por dor imediata e intensa que dura
horas ou dias. Eritema e edema local podem estar presentes, em algumas situagdes
acometendo todo o membro atingido. Eventualmente ocasiona necrose dos tecidos no
local do ferimento (MINISTERIO DA SAUDE, 2001). As lesdes, quando néo tratadas,

apresentam infeccdo bacteriana, levando semanas para curar e deixando sequelas
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mais significativas. Ocorrem manifestacbes gerais como: fraqueza, sudorese,
nauseas, vOmitos, vertigens, hipotensédo, choque e até 6bito. Contudo os sintomas
apresentados no quadro clinico do acidente podem variar dependendo do tamanho do
peixe e a quantidade de veneno injetado.

Os acidentados por arraias apresentam geralmente os sintomas de
nocicepgdo, edema, necrose, nauseas, vOmitos, salivacdo, sudorese, depressao
respiratéria, fasciculagdo muscular, convulsdes e isquémica (LALWAN, 1996;
FORRESTER, 2005).

Quando o ferrdao do bagre (Pimelodus maculatus e Cathorops spixii) penetra na
vitima, o tecido glandular é rasgado e libera toxinas que podem causar dor intensa e
inflamacao (HADDAD JR., 2000; HADDAD JR., 2003), edema e eritema que duram
até oito horas (HADDAD JR. & LASTORIA, 2005), ha ainda, infeccao secundaria
induzida por bactérias como estafilococos, estreptococos e infecgdes mais graves
causadas por Vibrio vulnificus e Aeromonas hydrophila (HADDAD JR., 2000;
CARDOSO et al., 2003).

Dor ardente, eritema e edema local sdo sintomas apresentados imediatamente
ap6s envenenamento pelo peixe sapo ou niquim (Thalassophryne nattereri e
Thalassophryne maculosa), seguido por uma necrose intensa, tontura e febre
(CERVIGON, 1980). A figura 5 demonstra algumas lesbes causadas por
Thalassophryne nattereri, onde pode ser observado algumas manifestagdes clinicas
como edema, necrose e eritema (FERREIRA et al.,2014).

Figura 5. Manifestagbes clinicas do envenenamento por
Thalassophryne nattereri. Fonte: FERREIRA et al.,2014.

O acidente causado pelo manuseio do peixe manteiga (Scatophagus argus)

provoca feridas dolorosas com quadro clinico caracterizado por dor local angustiante e
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persistente, desproporcional ao tamanho da lesdo, vermelhiddo, inchaco e uma
sensagao latejante que se estende para os membros, seguido de tontura (SIVAN et
al., 2007).

Imediatamente apds o envenenamento pelo peixe pedra (Synanceja horrida,
Synanceia verrucosa e Synanceia trachynis), as vitimas apresentam sintomas locais
como dor extrema, vermelhid&do e inchago, podendo ocorrer em casos graves registros
de 6bitos (PHOON & ALFRED, 1965).

Figura . Necrose e debridamento de lesdo caudada por peixe
pedra. Fonte: DALL et al., 2006.

Os sintomas de envenenamento causado pelo peixe soldado (Gymnapistes
marmoratus) sao semelhantes aos do envenenamento por peixe pedra (embora mais
leve) e incluem a dor severa, inchago local, sudorese, nausea e perda de percepgao
(SUTHERLAND, 1983).

O acidente humano causado por Porichthys porosissimus causa dor, edema e
vaso constricdo (FERREIRA et al., 2014). A figura 7, retrata um caso observado por
Ferreira et al. (2014) de uma vitima Porichthys porosissimus que manipulou um
exemplar quando o espinho opercular penetrou na ponta do dedo anular esquerdo

causando uma lesao profunda, hemorragia discreta e dor intensa.

Figura 7. Lesao no terceiro dedo causado por
Porichthys porosissimus através do espinho
opercular. Fonte: FERREIRA et al., 2014.
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Infelizmente os relatos do quadro clinico do acidente por peixes venenosos sao
pouco relatados de forma cientifica, havendo assim poucos registros na literatura. Fato
que dificulta o avango dos estudos de toxinologia, pois o estudo experimental das
manifestagdes clinica e bioldgicas do veneno partem de observagbes e registros de

acidentes humanos.

1.4 Tratamentos

Segundo Haddad Jr. et al, (2004) ndo ha um tratamento padrdo para os
pacientes acidentados por peixes como ha para outros animais pegonhentos. Nao ha
também um antiveneno especifico para o tratamento das lesbes e geralmente a
abordagem terapéutica é baseada no uso de analgésicos, antiinflamatérios, agua-
morna para aliviar a dor intensa e o uso de antibiéticos para prevenir infecgdes
secundarias (MINISTERIO DA SAUDE, 2001; HADDAD JR. et al., 2004).

Os acidentados por peixe manteiga (Scatophagus argus) geralmente sao
tratados com um processo empirico, tal como a imersédo da lesdo em agua quente e
puncdo (BARRY & FAST, 1988). Nos acidentes por peixe sapo ou niquim
(Thalassophryne nattereri e Thalassophryne maculosa), acreditava-se que a
administracdo de anestésicos locais atenuava os sintomas do envenenamento
(SUTHERLAND, 1992), enquanto o uso de drogas antiinflamatdrias convencionais,
como dexametasona e indometacina, foram mal sucedidos na prevencdo da
progressao dos sintomas, com recuperagédo lenta dos acidentados (FONSECA &
FERREIRA, 2000). Ferreira et al.,, (2004), verificou a inibicdo significativa da
nocicepcgao e edema produzidos na pata de camundongos experimentalmente, através
do tratamento com analgésico a base de fentanil, e a inibicdo da acao inflamatéria
através do tratamento com inibidor de calicreina tecidual.

Os acidentes causados pelo bagre ou mandi (Pimelodus maculatus e
Cathorops spixii) geralmente sao tratados popularmente com gasolina e querosene,
agravando os sintomas (HADDAD JR., 2000; GARRONE NETO et al., 2005).
Clinicamente, a imersdao do membro afetado em agua quente é recomendada
(HADDAD JR., 2000; HADDAD JR. et al., 2004) levando ao alivio da dor, que pode ser
causada devido ao efeito vasoconstritor do veneno (HADDAD JR., 2000; HADDAD
JR., 2003; HADDAD JR.& LASTORIA, 2005; HADDAD JR., 2008).

Popularmente empregam-se diversas abordagens como primeiros socorros aos
acidentados por arraias, como antiacido, ovo quente, vulvoterapia, urina, ervas, 6leos
fitoterapicos, sebo-de-holanda, borra de café, diesel e querosene (SANTOS et al.,
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2012; SA OLIVEIRA et al., 2011), no intuito de reduzir a dor e o processo inflamatério.
Ainda, segundo Santos et al. (2012) os conhecimentos populares e cientificos em
relacdo ao envenenamento por arraias podem ser complementares, apesar de seres
adquiridos por caminhos totalmente diferentes. Ja& a abordagem terapéutica é
realizada com uso de analgésicos, antiinflamatoérios, agua-morna, exploragao cirurgica
do ferimento para retirada de fragmentos do ferrdo, antibidticos e imunizagao
antitetanica (HADDAD JR. et al., 2004; BARBARO et al., 2007; GARROONE NETO &
HADDAD JR., 2010; FENNER et al. 1989; WEISS & WOFEDEN, 2011; SCHARF,
2002; PARDAL, 2009).

Experimentalmente em ratos, a injegdo do veneno de Scatophagus argus
produz lesdes e nocicepcao que nao foram inibidos por maleato de feniramina (anti-
histaminico), sugerindo que a histamina nao foi envolvida no processo inflamatdrio.

A partir do veneno de Synanceja trachynis foi elaborado um antiveneno
comercial (SHIOMI et al., 1989), capaz de neutralizar ndo so a atividade biolégica do
veneno de peixes pedra, mas também capaz de neutraliza igualmente as atividades
das toxinas de sete peixes venenosos da ordem Scorpaeniformes, incluindo quatro
espécies de peixe-ledo (Dendrochirus zebra, Pterois lunulata, Pterois volitans e Pterois
antennata) (SHIOMI et al., 1989), peixe-soldado (Gymnapistes marmoratus) (CHURCH
& HODGSON, 2001), de peixe-aranha (Scorpaena plumieri) (GOMES et al., 2011) e
peixe- diabo (/nimicus japonicus) (SHIOMI et al., 1989). Tal feito ocorreu a partir de
técnicas de clonagem de DNA utilizando inibidores concedidos de sequéncias de
aminoacidos da toxina do peixe pedra, empregados para elucidar as estruturas
primarias de varios peixes da ordem Scorpaeniformes tais como trés espécies de
peixe-ledo: Pterois antennata e Pterois volitans (KIRIAKE & SHIOMI, 2011), Pterois
lunulata (KIRIAKE et al., 2013); uma espécie de peixe diabo Inimicus japonicus e uma
espécie de peixe vespa Hypodytes rubripinnis (KIRIAKE et al., 2013), onde suas
toxinas reagem geneticamente de forma cruzada com as toxinas do grupo dos peixes-
pedra (KIRIAKE & SHIOMI, 2011).

1.5 Propriedades quimicas e bioldgicas

Estudos sobre as propriedades quimicas e biolégicas de veneno de peixe tem

se centrado principalmente em peixe-pedra (SAUNDERS, 1959; AUSTIN et al., 1961;
SAUNDERS et al., 1962; LOW et al., 1990; KREGER et al., 1993; HOPKINS &
HODGSON, 1998), peixe-ledo (SAUNDERS E TAYLOR, 1959; NAIR et al., 1985;
COHEN & OLEK, 1989), peixe-escorpiao (CARLSON et al, 1971; SCHAEFFER et al.,
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1971), peixe-sapo (FERREIRA et al., 1998), peixe-manteiga (CAMERON & ENDEAN,
1977; BARRY & FAST, 1988; CHEN et al., 1997; SIVAN et al., 2007) e arraias (LIMA
et al., 2003; CONCEICAO et al.,2009; 2012. CONCEICAO et al., 2012; SANTOS et al.
2011).

O estudo das propriedades quimicas e biolégicas dos venenos €, geralmente,
estimulado por observacdes clinicas que levam os pesquisadores a reproduzi-los
experimentalmente em modelos vivos como em camundongos e coelhos. As
atividades biolégicas comumente reproduzidas sdo nocicepgéao (dor), edema (inchago)
e eritema (vermelhidao por vasodilatagéo de capilares sanguineos) entre outras.

Atividades edematogénica e nociceptivas estdo relacionados com alteragdes
na permeabilidade vascular, sendo este ultimo um indicador do processo inflamatério
(BRAIN et al., 1985). A resposta edematogenica dependente de um sinergismo entre
mediadores que aumentam a permeabilidade vascular e aqueles que aumentam o
fluxo de sangue (BRAIN & WILLIAMS, 1985). O extravasamento de plasma e a
formagdo de edema em resposta ao veneno e muco sugerem fortemente o
envolvimento de mediadores vasoativos derivados de granulos de mastdcitos,
serotonina e histamina que s&o mediadores encontrados em grandes quantidades em
células mastro (NAGATA et al., 2001).

A resposta edematogenica e nociceptiva causado pelo veneno de Scatophagus
argus foi testada na pata de camundongos e induziu uma leséo inflamatéria local
similar a descrita nos acidentes com humanos (SIVAN, 2007). O espectro da atividade
do veneno bruto de Scatophagus argus é semelhante ao de outros venenos de peixes
ja estudados, como peixe pedra e peixe escorpido, e correlacionam-se as
manifestagcdes sistémicas descritas no envenenamento por Scatophagus argus
(SIVAN, 2007). Tal espécie, segundo MARSHALL (1964) é conhecida por causar
ferimentos mais dolorosos que outros exemplares da mesma familia Scatophagidae.

Experimentalmente foi verificado que o veneno bruto do bagre Pimelodus
maculatus é capaz de causar edema persistente por até 120 minutos, sem lesao
mecanica no tecido, e que a nocicep¢ao, durante a fase inflamatdria, pode durar cerca
de seis horas (SARMIENTE et al., 2015). O veneno bruto de Pimelodus maculatus é
caracterizado por edema e dor, podendo desenvolver-se um processo inflamatério
(SARMIENTE et al, 2015).

O veneno de Potamotrygon cf. henlei, Potamotrygon cf. scobina e
Potamotrygon gr. orbignyi induzem a atividades semelhantes, experimentalmente
verificadas, como nocicepg¢ao, edema e recrutamento de leucécitos (SANTOS et al.,

2011). O veneno da Potamotrygon gr. orbignyi pode induzir edema, nocicepcao e
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necrose em ratos (PARDAL, 1993). Comparando o veneno das arraias Dasyatis
guttata (marinha) e Potamorygon falkneri (docicula) foi observado atividades
edematogénica, em ambos os extratos (BARBARO et al., 2007).

Foi verificado experimentalmente em camundongos que o veneno de
Thalassophryne maculosa causa intensa atividade nociceptiva e edematogénica,
seguida por necrose (FONSECA & FERREIRA, 2000; FERREIRA et al., 2001; LIMA et
al., 2003; SANTOS et al., 2008). A associagao entre a nocicepg¢ao e edema induzido
pelo veneno de Thalassophryne nattereri com os produtos calicreina foi confirmada
por Ferreira et al., (2004). O veneno de Thalassophryne maculosa é desprovido de
atividade de PLA,, que é geralmente correlacionada com efeitos locais provocados por
venenos animais. Isto sugere que o edema e a necrose podem seguir diferentes
mecanismos. A reacdo inflamatéria local foi provocada pelo veneno de
Thalassophryne nattereri e Thalassophryne maculosa em camundongos observando-
se uma resposta inflamatdria similar a observada em humanos (FERREIRA et al,,
2001). Lima et al. (2003) caracterizou a resposta inflamatéria local da injecdo de
veneno de Thalassophryne nattereri em camundongos, 0 veneno provocou a liberagéo
de IL-1b, IL-6 e TNF-a no tecido da pata e um retardado influxo de leucdcitos. Estes
dados foram associados com a restauracédo do tecido lesado retardando o processo
necrotico (ROSALES et al., 2005).

Experimentalmente Ferreira et al., (2014), verificou que o veneno de Porichthys
porosissimus pode induzir respostas nociceptivas e edematogénica em camundongos,
bem como, a indugédo de uma resposta inflamatéria verificada por microscopia intravital
e a constricdo arteriolar, dados que complementaram as observagdes clinicas
realizados em estudos acompanhados por este grupo. Além disto, neste mesmo
trabalho, foi identificada no extrato do veneno de P. porosissimus, por meio de analise
por espectrometria de massa, a presenca de proteinas previamente detectadas nos
venenos de outras espécies de peixes e outros animais peconhentos. Todos esses
dados, experimentais e clinicos, levaram a concluir que a espécie Porichthys
porosissimus é de importancia toxicoldgica.

O veneno do peixe manteiga Scatophagus argus possui atividade hemolitica
em eritrécitos humanos e atividade proteolitica leve (CHEN et al., 1997), embora
quase todos os venenos de peixe apresentem atividade hemolitica (KREGER, 1991;
KHOO et al., 1992; CHHATWAL & DREYER, 1992; GARNIER et al., 1995).

A atividade proteolitica sobre a caseina foi testada em diversos venenos devido
o provavel envolvimento de proteases na instabilidade das atividades bioldgicas

comuns em veneno de peixe. Tal atividade proteolitica detectada em Scatophagus
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argus (3.7470.3 U/mg) é comparada a apresentada por Thalassophryne maculosa
(2,0-4,4 U/mg) como também por arraias das espécies Potamotrygon cf. scobina e
Potamotrygon gr. orbignyi (ROSALES et al., 2005; MAGALHAES et al., 2006).
Atividade proteolitica leve também foi observada no veneno de Notesthes robusta
(HAHN & O’CONNOR, 2000).

Comparando o veneno das arraias Dasyatis guttata (marinha) e Potamorygon
falkneri (docicula) foi observado atividades gelatinolitica, caseinolitica e
fibrinogenolitica em ambos os extratos (BARBARO et al., 2007).

Assim como o veneno de outros peixes, o efeito do veneno de Thalassophryne
muculosa é inibido quando aquecido (HALSTEAD, 1971), além disso, € desprovido de
fosfolipase A, e atividade hemorragica, mas apresenta atividades proteolitica e
miotéxicas (FERREIRA et al, 2001) e produz alteragcbes na hemodinamica
microvasculares (ROSALES et al., 2005). Tal como ja observado para outros venenos
de peixe (GARNIER et al., 1995; FERREIRA et al., 1998).

Estudos tem mostrado que o veneno bruto de Scatophagus argus induz a lise
das plaquetas, atividade comumente observada no veneno bruto de outros peixes com
no peixe-pedra (Synanceja horrida), e peixe-sapo (Thalassophryne nattereri) (KHOO et
al., 1992;. LOPES et al., 2002). Porém, o veneno de Scafophagus argus nao provoca
alteragdes na coagulacio, em diferentes doses de veneno, e a hemorragia a partir do
ferimento provocado pela lesdo mecanica do ferrdo é o que se deve esperar de uma
lesdo nado-venenosa similar (SIVAN, 2007).

Experimentalmente em ratos, a inje¢do do veneno de Scatophagus argus levou
ao aumento na atividade da creatina quinase, no soro indicou miotoxicidade e
citotoxicidade (CHURCH et al., 2003). Experimentos em ratos, por via intraperitoneal,
mostraram que o veneno de Scatophagus argus induziu uma matriz de toxicidade,
levando a alteragbes comportamentais semelhantes as ja relatadas em estudos com
outros peixes (KHOO et al., 1992, GARNIER et al., 1995; CARRIJO et al., 2005).

Sintomas como paralisia e convulsbes sugerem efeitos neurotdxicos de
Scatophagus argus, a neurotoxicidade para o veneno bruto de Synanceia verrucosa e
Scorpaena plumeri também foram relatados (BRETON et al, 1999; CARRIJO et al.,
2005).

O veneno bruto de Pimelodus maculatus induz o aumento significativo na
permeabilidade vascular na cavidade peritoneal de ratos, com pico do efeito no
periodo de duas horas apds a injecao do veneno (SARMIENTE et al., 2015). O veneno
do peixe sapo (Thalassophryne nattereri) aumenta a permeabilidade vascular e

neutrofilia apds 24 horas de injecao, e induz o influxo de leucécitos a partir do sistema
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vascular para a cavidade peritoneal, que é considerada como uma manifestagcao pro-
inflamatéria (LIMA et al., 2003). Tanto o veneno bruto quanto o muco epitelial do bagre
Cathorops spixii provocam o aumento da permeabilidade vascular em diferentes doses
(JUNQUEIRA et al., 2007).

O veneno de Gymnapistes marmoratus carateriza-se por uma potente atividade
cardiovascular, mediada principalmente por uma agao nos receptores muscarinicos e
adrenérgicos (HOPKINS & HODGSON, 1998). Esta atividade é semelhante a do
veneno do peixe-pedra (Synanceia trachynis) que também demostrou atividade nos
receptores adrenérgicos e muscarinicos (CHURCH & HODGSON, 2000).

Os venenos de Synanceja trachynis e Gymnapistes marmoratus, demonstram
sintomas de envenenamento e atividades farmacoldgicas semelhantes, apesar de
apresentarem gravidade diferentes, devido a este fato Bennett et al. (1997) investigou
a eficacia do soro criado contra o veneno do peixe-pedra (Synanceia spp.) em
neutralizar os efeitos cardiovasculares do veneno de Gymnapistes marmoratus.

Foram isolados dois peptideos bioativos a partir do veneno da arraia de agua
doce Potamotrygon. gr orbignyi (CONCEICAO et al., 2006; CONCEICAOQ et al., 2009).
Estes peptideos, chamados orpotrin e porflan, sdo eficazes no ambiente da
microcirculacdo, induzindo forte vasoconstricdo e inflamagdo (CONCEICAO et al.,
2006; CONCEICAO et al., 2009).

No caso do peixe-pedra, devido a facilidade de existir uma glandula especifica
de veneno foi possivel purificar toxinas de trés espécies, entre elas: stonustoxin
(SNTX) de Synanceja horrida (POH et al., 1991; GHADESSY et al., 1996);
trachynilysin de Synanceja trachynis (KREGER, 1991) e verrucotoxin ou
neoverrucotoxin (neoVTX) de Synanceja verrucosa (SHIOMI et al., 1993; GARNIER et
al., 1997; UEDA et al., 2006), afim de esclarecer suas propriedades. As toxinas
purificadas geralmente exibem atividades letais (GHADESSY et al., 1996), atividade
hemolitica (KREGER, 1991; KHOO et al, 1992; SHIOMI et al., 1993), além de outras
varias atividades bioldgicas, tais como aumento da permeabilidade capilar, indugéo do
edema, relaxamento de vasos epiteliais (KHOO et al.,, 1992; LOW et al., 1993) e
atividade nociceptiva, todas detectadas no veneno bruto.

A toxina Stonustoxin (SNTX) isolada a partir do veneno de Synanceja horrida
possui varias atividades bioldgicas que estao relacionadas com uma serie de sintomas
de envenenamento tais como edema, permeabilidade vascular, agregacdo de
plaguetas e letalidade (POH et al., 1991; KHOO et al., 1992). Induz o relaxamento dos
vasos do endotélio levando a uma acgido hipotensiva e a sua letalidade, tal

caracteristica foi observada na toxina de outras espécies de peixe pedra,
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apresentando fatores letais que mostram atividades semelhantes as de Synanceja
horrida (KREGER, 1991; SHIOMI et al, 1993; GARNIER et al., 1995).

Geralmente os acidentes causados por peixes venenosos nao sao letais, pois a
quantidade de veneno inoculado ndo é suficiente para causar a morte do acidentado,
porém, pacientes com perfuracdes abdominais ou toracicas devem receber
atendimento médico imediato, pois devido possibilidade da leséo atingir algum érgao
vital, ha risco de morte (PARDAL, 2009).

Estudos sobre o veneno de peixe-pedra e peixe-ledo apresentaram uma
capacidade letal elevada (GWEE et al., 1994; BALASUBASHINI et al., 2006). Além do
peixe-pedra, os peixes sapo Thalassophryne nattereri e Thalassophyrne maculosa
demonstraram produzir venenos que sao letais para os camundongos, com uma
letalidade de 4,93 mg/kg para Thalassophryne maculosa e 4,54 mg/kg de
Thalassophryne nattereri (LOPES et al, 1998;. ROSALES et al., 2005).

O quadro 11 traz a sintese do capitulo, enfocando o nome popular e cientifico
das espécies de peixes pegonhentos, com as caracteristicas do aparelho inoculador,
quadro clinico e atividades bioldgicas desencadeadas pelo veneno. E no quadro 12, as

moléculas que ja foram isoladas e suas atividades bioldgicas.
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Quadro 11. Quadro resumo com nome popular e cientifico dos peixes pegonhentos, caracteristicas do aparelho inoculador das toxinas, quadro clinico
e atividades bioldgicas desencadeadas pelo veneno.

NOME POPULAR

ESPECIES

APARELHO INOCULADOR

QUADRO CLINICO

ATIVIDADES BIOLOGICAS

Arraias

Potamotrygon cf. scobina
Potamotrygon gr. orbignyi
Potamotrygon falkneri
Potamotrygon cf. henlei
Dasyatis guttata

1 a 3 ferrdes retroserrilhados na nadadeira
caudal recoberto uma bainha contendo micro
glandulas de veneno

dor, edema, necrose, nauseas,
vémitos, salivagéo, sudorese,

depressao respiratoria, fasciculagao
muscular, convulsdes e isquemia

nocicepgao, edema, necrose, inflamagao,

caseinolitica, gelatinolitica, hialuronidase,

fibrinogenica, aumento da permeabilidade
vascular,

Bagres Mandi

Pimelodus maculatus
Cathorops spixii

barbatanas dsseas dorsais e peitorais rodeado
por glandulas de veneno concentradas nas
margens anterior e posterior das barbatanas

dor, inflamagao, eritema, infecgao

bacterianas secundarias

Vaso constrigdo, nocicepgao, edema,
alteragdo de aumento da permeabilidade
vascular, inflamacgao,

Peixe-aranha

Scorpaena guttata
Scorpaena plumieri

espinhos recobertos por bainha glandular de
veneno, localizados nas barbatanas dorsal,
pélvica e anal

dor, edema e eritema, 6bito

Neurotoxicidade, inflamagéo,

Peixe-ledo

Dendrochirus zebra
Pterois Antennata
Pterois lunulata

espinhos recobertos por bainha glandular de
veneno, localizados nas barbatanas dorsal,
pélvica e anal

dor, edema e eritema, 6bito

hemolitica, aumenta da permeabilidade
capilar, edema, nocicepgao,

Peixe-manteiga

Scatophagus argus

11 espinhos dorsais, 2 espinhos pélvicos e 4
espinhos anais ligados a glandula alongadas
de veneno, distribuidas pelas ranhuras na
porgao anterior dos espinhos

dor, edema, rubor, tontura,
paralisia, convulsdo

hemolitica, proteolitica, lise de plaquetas,
inflamagéo, miotoxidade, citotoxicidade,
neurotoxicidade, caseinolitica

Synanceja horrida

espinhos recobertos por bainhas glandulares
de veneno, localizados nas barbatanas dorsal,

lise das plaquetas
neurotoxicidade, inflamagao,
Letalidade, hemolitica, aumenta da

Peixe-pedra Synanceia verrucosa s ) ; dor, edema e eritema, 6bito i .
Synanceia trachvnis pélvica e anal, interligados a uma grande permeabilidade capilar, edema, relaxamento
4 v glandula de veneno de vasos epiteliais, nocicepgao, agregagéo de
plaquetas
Nocicepgédo, edema, necrose, lise das
. . 2 ferrdo ocos na barbatana dorsal e 2 . plaquetas, inflamag&o, caseinolitica
Peixe-sapo Thalassophryne nattereri g . . . dor, edema, eritema, necrose, o
o proximos ao opérculo, interligado com aumento da permeabilidade vascular,
Niquin Thalassophryne maculosa A tontura e febre o g -
gléndula de veneno proteolitica, miotoxica, alteragdes na
hemodinamica microvasculares,
espinhos recobertos por bainha glandular de - .
. . L , i . . - hemolitica, aumenta da permeabilidade
Peixe-diabo Inimicus japonicus veneno, localizados nas barbatanas dorsal, dor, edema e eritema, 6bito

pélvica e anal

capilar, edema, nocicepgao,

Peixe-soldado

Gymnapistes marmoratus

espinhos recobertos por bainha glandular de
veneno, localizados nas barbatanas dorsal,
pélvica e anal

dor, edema e eritema, 6bito

hemolitica, aumenta da permeabilidade
capilar, edema, nocicepgao,

Peixe-vespa

Ablabys taenianotus
Hypodytes rubripinnis

espinhos recobertos por bainha glandular de
veneno, localizados nas barbatanas dorsal,
pélvica e anal

dor, edema e eritema, 6bito

hemolitica, aumenta da permeabilidade
capilar, edema, nocicepgao,
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Quadro 12. Quadro resumo das moléculas isoladas do veneno bruto de algumas espécies de peixes
peconhentos.

NOME POPULAR ESPECIE TOXINAS ISOLADAS ATIVIDADE
. Lo opotrin Vasoconstricdo
Arraias Potamotrygon gr. orbignyi borflan Inflamagao
Letalidade, hemolitica,
aumenta da
permeabilidade capilar,
Synanceia horrida stonustoxin (SNTX) edema, relaxamento de

vasos epiteliais,
nocicepgao, agregacao de
plaquetas
Letalidade, hemolitica,
aumenta da
permeabilidade capilar,
edema, relaxamento de
vasos epiteliais,
nocicepcao,
Letalidade, hemolitica,
aumenta da
neoverrucotoxin permeabilidade capilar,
(neoVTX) edema, relaxamento de
vasos epiteliais,
nocicepgéo,

Peixe-pedra Synanceia. trachynis trachynilysin

Synanceia verrucosa

1.6 O impacto social nos acidentes

A ocorréncia dos acidentes com peixes venenosos foi relatada inUmeras vezes nos
artigos trabalhados, estes trazem os pescadores como principal vitima dos acidentes, que
por vezes, se acidentam ao manipular o aminal para retira-lo das redes de pesca ou anzois
(GARRONE NETO et al., 2005; SILVA et al., 2010; ROSA & MATTOS, 2010). As injurias
por animais de ambiente aquatico sado a principal causa dos acidentes e afastamentos das
atividades laborais relatadas, pelos pescadores, em diversas comunidades pesqueiras pelo
mundo. Na regidao do Médio Araguaia, Tocantins — Brasil, segundo Garone Neto et al.
(2005), cerca de 86% dos casos de acidentes de trabalho entre os pescadores ocorrem
pelo contato com o animal. E os principais causadores de acidentes sdo o mandi
(Pimelodus sp.) e a arraia de fogo (Potamotrygon sp.). A maioria dos acidentados nao
procura atendimento médico e faz uso de tratamento popular, o que pode agravar o quadro
clinico do acidentado. E apesar da possibilidade de assisténcia por parte do ministério da
previdéncia aos pescadores acidentados, os relatos de solicitacdo de auxilios sao
inexistentes na maioria das comunidades pesqueiras.

A condigdo de segurados especiais assegura aos pescadores profissionais o
acesso ao seguro contra acidente de trabalho (SAT) oferecido pelo Plano de Beneficios da
Previdéncia Social (MINISTERIO DA PREVIDENCIA E ASSISTENCIA SOCIAL, 2003).

Fato este, ainda desconhecido por muitos pescadores e que pode minimiza as dificuldades
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enfrentadas na atividade pesqueira, que é reconhecidamente uma das profissbes mais
perigosas existentes, expondo seus trabalhadores a uma seérie de situagbes de risco
diariamente.

A pesca representa para muitas comunidades pesqueiras a Unica alternativa de
sobrevivéncia, sua importancia econémica e social vai muito além das pessoas envolvidas
diretamente. Essa economia gera e movimenta outras atividades nessas regides e as
dificuldades desses trabalhadores e os riscos a que se submetem na realizagdo de suas
atividades diarias estdo diretamente relacionadas, uma vez que, um pescador acidentado
pode ficar afastado de suas atividades por longos periodos. E também possivel afirmar que
0S riscos a que se submetem sao potencializados pelas condicdes de vida, trabalho e a
falta de protecdo social. Sdo situagcbes graves, nas quais os riscos de acidentes com
peixes venenosos e de outras naturezas enerente da prépria atividade laboral sao
potencializados pela grande jornada de trabalho, pelo pouco uso de equipamento de

protecao individual e pela falta de informacao da gravidade desses acidentes.

2. CONSIDERAGOES FINAIS

A pouca importancia dada aos acidentes envolvendo peixes venenosos levou a
defasagem no estudo do veneno desses animais em relacdo aos venenos de animais
terrestres. Apesar da composicdo do veneno de diversas espécies de peixe ter sido
amplamente estudada, com a purificacdo e caracterizagdao de inumeros componentes
envolvidos no envenenamento, alguns até com potencial farmacologico. Vale lembrar o
exemplo classico do anti-hipertensivo captopril, que foi desenvolvido a partir do isolamento
de um fator potenciador de bradicinina (BPF) presente no veneno de Bothrops jararaca
(FERREIRA, 1965).

Assim como os venenos de serpentes, 0s venenos de peixes também sdo uma rica
fonte de novos compostos, o que constitui um vasto campo para a pesquisa e isolamento
de substancias com potencial farmacoldgico ou outras aplicagbes em diversas areas da
medicina.

Nos ultimos anos, alguns grupos tém se empenhado em estudar a atividade desses
venenos, principalmente de peixe pedra, peixe ledo, peixe escorpido, peixe sapo, peixe
manteiga e arraias. Mais apesar disso, poucos compostos foram isolados e caracterizados,
e os estudos nessa area tem se voltado principalmente para as manifestagdes bioldgicas e

quimicas presentes nos extratos do veneno bruto.
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Nos componentes toxicos presentes nos venenos de peixes como Potamotrygon gr.
orbignyi, Synanceia horrida, Synanceia trachynis, Synanceia verrucosa, algumas enzimas
foram isoladas e caracterizadas, permitindo sua correlagdo com as manifestacdes clinicas
observadas em pacientes. Com o isolamento da toxina a partir do veneno de Synanceja
trachynis foi elaborado um antiveneno comercial capaz de neutralizar o veneno de seis
outras espécies de peixes venenosos da mesma familia. Tal descoberta desempenha um
papel importante e estimulador na busca de um tratamento eficiente para as vitimas de
acidentes com peixes venenosos.

Alguns efeitos sobre células do sistema imune também ja foram descritos para
compostos isolados do veneno de peixes, além de efeito sistémico induzindo em
camundongos. Tais efeitos sobre o sistema imunolégico também despertam grande
interesse, pois substancias imunomoduladoras podem ser utilizadas tanto para suprimir
quanto para estimular o sistema imune, em diferentes situagdes clinicas. Assim, a
descoberta de novos compostos com essas propriedades também abre perspectivas para
o desenvolvimento de novas drogas imunossupressoras ou imunoestimulantes, o que
constitui um campo ainda pouco explorado para os venenos de peixes.

Percebe-se, diante dos artigos analizados, que os acidentes por animais do
ambiente aquatico sdo um importante agravo a saude, principalmente ao trabalhador da
pesca, provocando, em alguns casos, incapacidade temporaria para o trabalho. Portanto, é
evidente a enorme importancia de estudar os venenos dos peixes marinhos e dulcicolas
pouco explorados, ndo apenas para o melhor entendimento dos acidentes envolvendo
essas espécies, mas também pelo potencial de descoberta de novos compostos com
propriedades farmacoldgicas ou imunomoduladoras. Além da elaboragcdo e oferta de
programas educativos e assistenciais destinados a saude ocupacional dos pescadores
profissionais que por vezes sado negligenciados e constitui um enorme problema de saude
publica e previdenciario no Brasil de forma que se instruam esses trabalhadores em
questdes relativas aos direitos previdenciarios e cuidados necessarios em casos de

acidentes com os peixes pegonhentos.
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Resumo

Arraias da espécie Potamotrygon cf. henlei sdo amplamente distribuidas ao longo dos rios
do centro-oeste do Brasil, causando inumeros acidentes por animais pegonhentos
principalmente na estagcido seca, o que representa um grave problema de saude publica,
Os acidentes geralmente envolvem pescadores e banhistas, e até o momento nao existe
um tratamento eficaz para os acidentados. Considerando estes fatos e as limitagdes de
estudos visando a compreensao dos efeitos induzidos pelo veneno de Potamotrygon cf.
henlei, o objetivo deste estudo foi avaliar o papel da IL-33 na regulagdo da imunidade inata
contra o veneno de Potamotrygon cf. henlei, sobre as propriedades de IL-33 como uma
citocina que pode induzir a producdo de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas
relacionadas com a inflamagdo aguda. Nossos resultados mostraram um significativo
recrutamento leucocitos, com um processo inflamatério causado pelo veneno de
Potamotrygon cf. henlei em camundongos Swiss machos. Isto foi confirmado pela inibicado
de recrutamento de leucicitos pelo anticorpo neutralizador de IL-33, inibidores de MyD88,
ou inibidores das quinases especificas de ERK, JNK e p38.

Palavras-chave: Arraia, Potamotrygon, Veneno, Muco, Atividades farmacolégicas e
bioguimicas

Abstract

Stingrays from the Potamotrygon cf. henlei species are widely distributed in high numbers
throughout the rivers of central-west Brazil, being the source of numerous envenomations
occurring in the dry season, posing a serious public health problem even if not properly
reported. The accidents usually involve fishermen and bathers, and to date there is no
effective treatment for the injured. Considering these facts and limitations of studies aiming
at understanding the effects induced by P. cf. henlei envenoming, the aim of this study was
to evaluate IL-33 role in regulation of innate immunity against P. henlei venom, over the
properties of IL-33 as a cytokine which can induce production of pro-inflammatory cytokines
and chemiokines related to acute inflammation. Our results showed a significant leukocyte
recruitment, featuring an inflammatory process caused by Potamotrygon cf. henlei venom in
male Swiss mice. This was confirmed by inhibiting recruitment by this antibody neutralizing
IL-33 receptor, peptide inhibitors or MyD88, or specific inhibitors of kinases ERK, JNK and
P38.

Keywords: Stingray, Potamotrygon, Venom, Mucus, Pharmacological and biochemical
activities
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CAPITULO 2

PROCESSO INFLAMATORIO INDUZIDO PELO VENENOS DAS ARRAIAS: A
IMPORTANCIA DE IL-33 PARA A REGULAGAO DA IMUNIDADE INATA CONTRA O
VENENO DAS ARRAIAS Potamotrygon cf. henlei

1. INTRODUCAO

Ocorre uma variedade de animais aquaticos venosos nos mares e rios com grande
potencial de causar acidentes devido a interacdo de forma negativa com humanos, sejam
em atividades recreativas ou laborais. As arraias estdo relacionadas em diversas
pesquisas cientificas como um dos principais causadores desses acidentes (PARDAL,
1993; HADDAD JR., 2003; CONCEICAO et al., 2006; SANTOS et al. 2011). A relagdo
entre as arraias e os humanos sempre foi conturbada, de acordo com Garrone-Neto
(2005), sendo o animal relacionado a ferimentos ocasionados nos ribeirinhos e
pescadores, principalmente na regido Norte do Brasil, onde sdo comuns. Este tipo de
acidente é reconhecido nas regides norte e centro-oeste do pais, como um importante
problema de saude publica, devido a sua elevada morbidade (GARONE et al., 2005;
HADDAD JR. et al., 2004).

As arraias sao representantes da familia Potamotrygonidae (Elasmobranchii:
Myliobatiformes), que compreende um grupo de condrictes com adaptagbes para a vida
exclusiva em agua doce (THORSON et al., 1978), e sao representadas pelos géneros
Paratrygon, Plesiotrygon, Potamotrygon e Heliotrygon (CARVALHO & LOVEJQY, 2011).

Um dos problemas ocasionado nos acidentes causados pelas arraias é a lesao
gerada pela introdu¢do do seu ferrdo. As arraias apresentam uma cauda em forma de
chicote onde as nadadeiras dorsais foram substituidas por um espinho dorsal grande,
serrilhado e venenoso (POUGH et al.,, 2008). Os ferrdes tém origem dérmica e parecem
ser frequentemente substituidos, podem estar em nimero de um a trés e sao recobertos
por um tecido rico em glandulas que liberam veneno pela ruptura do tegumento (SILVA,
2006). Arraias nao sao agressivas, causando acidentes apenas quando pisoteados ou
manuseados indevidamente, podendo provocar ferimentos dolorosos, de dificil cicatrizagao
(HADDAD JR., 2003).

Os acidentes com arraias acontecem, na maioria das vezes, nas extremidades dos
membros inferiores, como tornozelos e pé, em decorréncia da vitima, durante o banho,

pisar sobre a arraia, que habita o fundo do rio, escondendo-se em covas rasas, escavadas
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em locais arenosos ou lodosos (PARDAL, 1997). Estes acidentes necessitam de atencgao
meédica nao apenas pela lesdo mecanica causada pelo ferrdo, mas também pela agao
toxica da pegonha (HADDAD JR. et al., 2004). A composigao, os efeitos fisiopatologicos e
as agdes farmacologicas do veneno das arraias véem sendo estudados para tentar
elucidar o quadro clinico desencadeado no envenenamento.

Esses acidentes causam ferimentos com diversos sintomas como dor intensa,
inflamagdes, necrose cutanea, ulceragdes (ANTONIAZZI et al.., 2011; COOK et al.., 2006;
CLARK et al., 2007; MAGALHAES et al.., 2008), complicagbes sistémicas (HADDAD JR. et
al.., 2004; FORRESTER, 2005) e ainda disturbios na microcirculagdo (BARBARO et al..,
2007). O ferrao também pode quebrar e provocar a retengédo de fragmentos de dentina na
ferida (HADDAD JR. et al., 2004). Além da lesdo pela acdo mecanica do ferrdo e da
introducdo do veneno através de glandulas dispersas pelo epitélio que o recobre
(CARVALHO, 2004), bactérias presentes no muco do animal podem causar infeccoes
secundarias (DOMINGOS et al. ,2011).

Experimentalmente os venenos das arraias induzem nocicepgao, edema, necrose e
disturbios na microcirculagcao (PARDAL, 1993). Do veneno destes animais ja foram
isoladas proteinas como serotonina, fosfodiesterase, 5-nucleotidase, hialuronidase
(HALSTEAD, 1981) e ainda, proteinas com atividade caseinolitica, gelatinolitica e
fibrinogenolitica no veneno da Potamotrygon falkneri (HADDAD JR. 2004), e um peptideo
vasoconstritor do veneno da Potamotrygon orbignyi (CONCEICAO et al., 2006).

Para a espécie Potamotrygon cf. henlei, Santos et al. (2011) demostraram que os
extratos de muco de ferrdo e dorso possuem atividade proteolitica e foram capazes de
induzir dor e edema, com influxo de infiltrados inflamatérios quando testados em modelo
murino, A lesdo causada pela introdugdo do ferrdo no tecido lesionado, assim como a
contaminacgao desse tecido pelo muco, atrai infiltrados inflamatérios, caracterizando o inicio
do processo inflamatério, sendo uma resposta imediata do tecido vascularizado por células
da imunidade inata a uma infecgao e as danos teciduais. Essa resposta pode ser aguda ou
cronica, dependendo do tipo e da persisténcia do agente lesivo (FOSTER & MEDZHITOV,
2009; KUMAR et al., 2005; NATHAN, 2002) e compreende eventos vasculares, celulares e
linfaticos, cuja finalidade é eliminar o agente agressor e restaurar o tecido a sua forma e
funcdo normais (GARCIA-LEME, 1989). O muco da Potamotrygon cf. henlei possui
peptideos antimicrobianos contra as bactérias Micrococcus luteus e Escherichia coli, e
contra os fungos Candida albicans e C. tropicalis (SANTOS et al., 2011; CONCEICAOQ et
al., 2012). Tais estudos destacam também a importdncia do muco das arraias na
imunidade inata (LAMEIRAS, 2013).
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Nossa hipotese para o quadro inflamatério desencadeado no envenenamento pelas
arraias é de que as células estruturais, tais como as endoteliais liberem interleucinas (IL),
como a IL-33 sobre a lesédo, e que os mastdcitos adjacentes reajam produzindo fatores
pro-inflamatérios, incluindo IL-6, fator de necrose tumoral (TNFa) e leucdcitos.
Subsequentemente, estes sinais induzem alteragdes vasculares, incluindo vasodilatacoes,
aumento da permeabilidade da microvasculatura e recrutamento de células inflamatérias
como neutrofilos para o local da lesdo. A IL-33 € uma interleucina da familia IL-1, é
expressa por varios tipos de células diferentes, principalmente por células epiteliais e
endoteliais (LIEW et al., 2010). Quando ocorre algum dano nos tecidos o sistema imune é
ativado através de um “alarmin” liberados na sequéncia, iniciando a resposta inflamatoria.
Miller (2011) acredita que a IL-33 possa atuar nessa fungdo de “alarmin” e que ela medie
os efeitos biolégicos através da interagdo com os receptores ST2. E em termos evolutivos
do sistema imunitario, acredita-se que a IL-33 esteja envolvida na defesa do hospedeiro
contra agentes patogénicos, havendo um provavel impacto sobre varios quadros
inflamatoérios (MILLER, 2011).

Portanto, a proposta desse estudo foi avaliar a importancia de IL-33 para a
regulacdo da imunidade inata contra o veneno da arraia Potamotrygon cf. henlei, sobre a
base das propriedades de IL-33 como uma citocina que pode induzir a produgao de

citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas ligadas a inflamagao aguda.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta das arraias

Os animais foram coletados na area de influéncia do reservatério da Usina
Hidrelétrica do Lajeado (Usina Hidrelétrica Luis Eduardo Magalhaes) e transferidos para o
laboratorio do Nucleo de Estudos Ambientais, para a extragao da pegonha.

As coletas foram realizadas com autorizagdo para atividades com finalidade
cientifica concedida pelo ICMBio (SISBIO n° 45407-1/2014). Os animais coletados (N=8)
foram depositados na Colecéo de Peixes da Universidade Federal do Tocantins (figura 1),
onde permanecem com a seguinte numeracao: UNT 14461 (5), UNT 14460, UNT14461
(2). O mapa da area de coleta (figura 2) mostra a localizagdo da captura dos animais. Os
pontos de localizagdo foram encontrados para cada animal coletado com o uso do
aplicativo OruxMaps, executado no sistema operacional Android, em dispositivo

smartphone. A imagem de alta resolugao espacial foi obtida no site do Google Earth, sendo
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o arquivo de imagens salvo no formato bitmap e editado pelo editor de imagem do pacote
Word Office.

Figura 1: Nducleo d Estudos Ambientais (NEAMB),
Colecao de peixes da Fundagao Universidade Federal
do Tocantins. Fonte: SEIBERT, 2010.

Figra. ontos coleta e arraias - rservatorlo da
Usina Hidrelétrica do Lajeado — Porto Real, municipio de
Porto Nacional-TO. Fonte: Google earth-adaptada.

2.2 Extracao da pegonha

A extragdo da pegonha foi realizada pela raspagem do epitélio que recobre os
ferrdes (figura 3). Este material foi dissolvido em tampao fosfato (PBS) e centrifugado a
1400 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi retirado, novamente centrifugado e
armazenado a — 20 °C, até sua utilizacdo. O conteudo protéico foi quantificado pelo
método de Bradford (1976), usando soro de albumina bovina (Sigma Chemical Co., St

Louis, MO) como padrao.
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Figura 3: Sequencia da extracao do veneno da arraia Potamotrygon cf. henlei.

2.3 Animais

Camundongos machos da linhagem Swiss foram utilizados pesando entre 18 e 22
g, fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan (Sdo Paulo, Brasil). Antes da
realizacdo dos experimentos, os animais foram mantidos em estantes ventiladas e
condigbes controladas de temperatura, umidade e iluminagéo (ciclo claro/escuro de 12
horas), com agua e ragao ad libitum. Os experimentos foram realizados conforme as leis
da Comisséo Brasileira de Experimentagdao Animal (COBEA) e de acordo com a aprovagao
do comité de experimentacao animal do Instituto Butantan (processo n° 1370/15).

2.4 Protocolo experimental

Inicialmente foi realizada a padronizacdo da dosagem de proteinas do veneno de
Potamotrygon cf. henle através do lavado peritoneal, técnica que quantifica a migracao de
leucécitos na cavidade peritoneal. Os seguintes grupos foram constituidos para este
experimento: controle, veneno a 300 ug/mL, veneno a 30 ug/mL, veneno a 3 ug/mL e
veneno a 0,3 upg/mL. Cada grupo continha cinco animais, todos tratados com injecao
intraperitoneal de 200 pL de salina 0,9% estéril ou por veneno de Potamotrygon cf. henle
nas concentragdes ja citadas.

Apds a padronizagdo da dosagem de proteinas do veneno de Potamotrygon cf.
henle, foi realizado a avaliagao por microscopia Intravital do rolamento de leucdcitos para
avaliar a capacidade do veneno em modular o rolamento, a aderéncia e a migracéo de
leucécitos em vénulas pdés-capilares do cremaster de camundongos. Neste experimento
utilizamos sete grupos indepententes, cada um contendo 5 animais. Inicialmente os grupos
constituidos foram: controle (salina 0,9% estéril) e veneno para a avaliagdo de resposta
positiva de produgéo e liberagdo de histamina e IL-33. Em seguida, cinco diferentes grupos
de camundongos, cada grupo com cinco animais, foram tratados pela injegao intraescrotal

de 50 pL do neutralizador anti-mouse ST2 a 5 pg/animal e descansou durante 30 min, ou
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com peptideo inibidor de MyD88 a 0,01 mg/animal; ou com Wortamannin a 0,005 uM; ou
com PD 98059 a 2 uM; ou com SB 203580 a 0,05 uM, todos por 1 h antes da aplicagao
tépica do veneno para a investigagdo da participacdo de IL-33, MyD88 e das quinases
ERK, JNK e p38 na inflamagéao induzida.

Posteriormente a avaliagdo por microscopia Intravital do rolamento de leucdcitos,
dois grupos independentes de camundongos Swiss machos, contendo cinco aimais cada,
foram constitidos, sendo: um grupo controle tratato por salina 0,9% estéril estando em
iguais condigcbes ao grupo veneno. E um grupo veneno, imunizado com a injegao
intraperitoneal de 200 pyL a 10 pg/animal de veneno de Potamotrygon cf. henlei e
descansou durante 2, 4, 24, 72, 120 e 168 horas para a coleta do exudato, obtencdo da
suspensao celular e quantificagdo da migracdo de leucocitos na cavidade peritoneal. A
partir da determinacdo do grupo de camundongos com neutrofilia maxima, cinco novos
grupos de camungondos (n=5) foram tratados pela injegcdo subcutdnea de 500 pL do
neutralizador anti-mouse ST2 a 5 pyg/animal e, ou com peptideo inibidor de MyD88 a 0,01
mg/animal; ou com Wortamannin a 0,005 uM; ou com PD 98059 a 2 uM; ou com SB
203580 a 0,05 uM, todos com 50 pL do inibidor especifico por 1 h antes da injecao
intraperitoneal do veneno a 10 pjg/animal e descansou durante 24 horas para a
investigacdo da participacao de IL-33, MyD88 e das quinases ERK, JNK e p38 na

inflamacgao induzida pelo veneno de Potamotrygon cf. henlei.

2.5 Tratamentos e neutralizagdes

Grupos independentes de animais Swiss machos foram pré-tratados pela:
i) Injecao intraperitoneal de 200 pyL do veneno de Potamotrygon cf. henlei ou pela
aplicacgao topica de 30 pL do veneno, ambos a 10 pg/animal;
ii) Injecao intraescrotal de 50 uL ou pela injegdo subcutinea de 500 uL do anticorpo
neutralizador anti-mouse ST2 (ST2/IL-1 R4 Affinity Purified Polyclonal Ab AF1004, R&D
Systems) a 5 pg/animal por 30 min antes da aplicagao do veneno;
iii) Injecao intraescrotal ou subcutadnea de 50 uL do peptideo inibidor de MyD88 (tIrl-pimyd
— Imgenex, IMG-2005-1) diluido em salina 0,9% (W1628, Sigma) a 0,5 mg/kg peso (0,01
mg/animal) por 1 h antes da aplicagao do veneno;
iv) Injecao intraescrotal ou subcutanea de 50 yL de Wortamannin a 0,005 yM (specifically
inhibits phosphatidylinositol 3-kinase — Novex, PHZ1301) por 1 h antes da aplicagdo do

veneno,
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v) Injecao intraescrotal ou subcutanea de 50 uL de PD 98059 a 2 uM (inhibitor MAP kinase
kinase — Gibco, PHZ1164) por 1 h antes da aplicagao do veneno;

vi) Injecao intraescrotal ou subcutanea de 50 yL de SB 203580 a 0,05 uM (inhibitor p38
mitogen-activated protein MAP kinase) por 1 h antes da aplicagdo do veneno. Como

controle um grupo de animais foi tratado com salina estéril 0,9% com iguais condig¢des.

2.6 Avaliagao por microscopia Intravital do rolamento de leucdcitos

A microscopia Intravital vem sendo amplamente utilizada para a caracterizacdo de
agentes inflamatdrios e para pesquisas de novas drogas antiinflamatdrias, onde é possivel
obter informacgdes dos eventos dinAmicos na microvasculatura in vivo. Com esta técnica é
possivel estudar as interagcdes leucdcitos-endotélio durante o processo inflamatdrio,
observando os eventos celulares de rolamento, adesao e migracdo em vénulas pos-
capilares (GAVINS & CHATTERJEE, 2004).

Camundongos machos pré-tratados foram anestesiados, apdés 30 min ou 1 h, pela
via intraperitoneal (i.p.) com 50 pL de solugado relaxante 1:4 (Xilazina: PBS 1x, Calmium®,
Agener Uniéo, Brasil, Cod. 039-0643) e 0,1 mL de Quetamina (Holliday-Scott SA-. Buenos
Aires, cod. 042-0823), para cada 10 g de peso corpéreo. Em seguida foram mantidos
sobre uma placa quente com temperatura controlada (37 °C) para exposigdo do musculo
cremaster. A contagem do numero de leucdcitos em rolamento foi realizada em uma
vénula pds-capilar, de didmetro entre 25 a 40 ym, selecionada a cada 10 min da aplicacéao,
os animais foram mantidos por um periodo de observagao de 30 min. O experimento foi
realizado em um microscopio 6ptico (Axio Imager A.1, Carl-Zeiss, Germany) com maquina
fotografica (IcC 1, Carl-Zeiss, Germany) acoplada ao sistema. As imagens foram

posteriormente analisadas com o auxilio do programa Axiovision 4.6 (Carl-Zeiss).

2.7 Quantificagdo da migracao de leucdcitos na cavidade peritoneal

Para a obtencao de células do periténio os animais foram sacrificados e tiveram a
cavidade peritoneal lavada com PBS + 10 mM de EDTA para coleta do exudato e obtencao
da suspenséo celular. Em seguida, o material foi centrifugado a 1500 rpm durante 10 min a
4 °C. O sobrenadante foi separado e congelad
0 a -20 °C para dosagem de citocinas, enquanto o sedimento celular foi ressuspenso em

PBS + 0,1% BSA para contagens de células.
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A contagem total de leucdcitos foi realizada em cédmara de Neubauer com
solucdo Turk na diluicdo de 1:20. Para contagens diferenciais, aliquotas contendo 100 pL
de suspensao celular foram aplicadas em laminas de vidro e submetidas a centrifuga
Cytospin. Depois, coradas com kit Heme-3 Stain Set (Fisher Scientific, Pitts Burgh, PA)
para a contagem de neutrofilos e macrofagos peritoneais, em microscopio 6ptico Nikon
ECLIPSE E200 com objetiva de 40x, de acordo com as caracteristicas morfoloégicas como
descrito (COOK et al., 2003).

2.8 Quantificagao de quimiocina

O nivel da quimiocina KC no sobrenadante de cultura de células esplénicas, no
lavado da cavidade peritoneal foi determinado por ELISA sanduiche. Microplacas (Costar,
Cambridge, MA, USA) foram sensibilizadas por 18 h com anticorpos monoclonais
especificos para a quimiocina. Apds lavagem e distribuicho das amostras foram
adicionados anticorpos especificos para a quimiocina conjugados a biotina. Para a
revelacdo da ligagdo, solugdo contendo conjugado enzimatico de estreptoavidina-
peroxidase, substrato e cromoégeno foi adicionada. A reagdo de cor foi lida em
espectrofotdmetro a 450 nm. Curvas-padrdo utilizando concentragbes conhecidas da
guimiocina recombinante foram realizadas para quantificacdo das amostras. O limite de
detecgéo para a quimiocina KC foi de 15.6 pg/mL Os resultados foram expressos como a

média das concentragdes das amostras de cada grupo acrescida do desvio-padréo.

2.9 Analise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como a média aritmética acrescida do
desvio padrao. As diferengas estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas
apos analise de variancia (One-Way ANOVA) seguida do teste Mann-Whitney, valores de p
< 0,05 foram considerados significativos. As analises estatisticas foram realizadas

utilizando o programa SPSS (Release 8.0, Standard Version, 1997).

3. RESULTADOS

Propusemos-nos a investigar a importancia do eixo IL-33/STA na resposta inata
dependente de mastdcitos, induzida pelo veneno de Potamotrygon cf. henlei. Para tanto
foi necessario determinar cinco ensaios para avaliar o efeito in vivo do veneno na indugao

da inflamagéao e seu mecanismo de agéo.
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3.1 Padronizagao da concentracao de proteinas do veneno de Potamotrygon cf. henlei

Inicialmente padronizamos a concentracdo de proteinas do veneno avaliando
diferentes concentragdes. Os resultados apresentados na figura 4A mostram que a salina
estéril ndo alterou o recrutamento de leucocitos na cavidade peritoneal, sendo a presencga
destas atribuida somente a injuria causada pela injecdo. Enquanto que, a resposta as
injecbes de diferentes concentragbes do veneno induziu significativo aumento no
recrutamento de células totais na cavidade peritoneal.

Ao fazermos a contagem diferencial de células do exudato da cavidade peritoneal
dos camundongos, distinguimos o quantitativo de macrofagos e neutrdfilos, o que esta
demonstrado na figura 4B. Foram observadas diferengas significativas no quantitativo de
macrofagos obtidos nos diferentes grupos testados, em relacdo ao controle, que nao
variou com o aumento da concentragao das proteinas do veneno. Diferente do observado
para os neutrofilos, cujo recrutamento para a cavidade peritoneal respondeu ao aumento
da concentracao proteica. O maior recrutamento de neutrdfilos foi observado no grupo de
camundongos injetado com a concentragdo de 300 pg/mL do veneno (Fig. 4C), sendo

esta estabelecida como a ideal para os ensaios subsequentes.
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Figura 4. O veneno de Potamotrygon cf. henlei induz recrutamento de leucécitos na cavidade peritoneal.
Camundongos Swiss machos foram tratados pela injegdo intraperitoneal de 500 pL do veneno de
Potamotrygon cf. henlei a 300, 30, 3, ou 0,3 pg/mL, com salina 0,9% estéril como controle. Apés 2h da
injecdo, os animais foram sacrificados e tiveram a cavidade peritoneal lavada para coleta do exudato e
obtencdo da suspenséo celular que foi processada para contagem total de leucdcitos por Turk (A), diferencial
de leucécitos (B) e neutrdfilos (C) em laminas coradas com hematoxilina e eosina. As barras representam a
média de 4-7 animais por grupo acrescidas do desvio-padrao. # p < 0,05 em relag&o ao grupo-controle.
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3.2 Inducgéo do rolamento de leucécitos na microcirculagéo pelo veneno de Potamotrygon
cf. henlei

Avaliamos por microscopia Intravital a capacidade do veneno da arraia
Potamotrygon. cf. henlei, na concentragdo de 300 pg/mL, em modular o rolamento, a
aderéncia e a migracdo de leucécitos em vénulas pds capilares do cremaster de
camundongos Swiss machos. Para tanto, os camundongos foram anestesiados e tiveram
seu musculo cremaster exposto para a aplicagao tépica de 30 uL de veneno ou salina 0,9%
estéril (controle), sendo mantidos para a analise da microvasculatura por 30 minutos apés a
aplicagdo. Os resultados mostraram que, a aplicagdo do veneno levou ao aumento
significativo do numero de leucécitos rolantes (Fig. 6A), em relacdo ao observado para o
grupo controle. Os leucdcitos circulantes recrutados aderiram as células edoteliais,

representando significativo aumento na microcirculagéo (Fig. 5 e Fig. 6B).

Figura 5. Leucocitos aderidos em vénulas pés-capilares do musculo cremaster. Leucdcitos aderentes foram
observados apés a aplicagao tépica de 30 uL do veneno de Potamotrygon cf. henlei a 300 ug/mL. As fotografias
foram obtidas a partir de imagens digitalizadas no monitor do computador com aumento de 10x optovar.

Em seguida, avaliou-se a capacidade da citocina IL-33 em modular o rolamento, a
aderéncia e a migragao de leucdcitos induzido pelo veneno de Potamotrygon cf. henlei, por
meio do cremaster de camundongos. Similarmente, a participagdo da sinalizagdo de MyD88
e das quinases ERK, JNK e P38, foi avaliada por intermédio de anticorpo neutralizador dos
respectivos receptores citados no quadro inflamatério em estudo. A figura 6A apresenta a
diminuicdo do quantitativo de leucdcitos rolantes na microcirculagdo em reposta aos
tratamentos IL-33, MyD88 e das quinases ERK, JNK e P38.
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Figura 6. O rolamento de leucdcitos induzido na microcirculagdo pelo veneno de Potamotrygon cf. henlei
depende de sinais derivados da ligagdo de IL-33 ao receptor ST2. Camundongos Swiss machos pré-tratados
ou nédo pela injegao intraescrotal de 50 pL do anticorpo neutralizador anti-ST2 (ST2/IL-1 R4) a 5 ug/animal por
30 min, ou de Wortmannin a 0,005 uM (specifically inhibits phosphatidyl inositol 3-kinase — Sigma, W1628) ou
do peptideo inibidor de MyD88 a 0,5 mg/kg (tlrl-pimyd - 09J27-MT, Imgenex), ambos por 1 h. Apds esse
periodo os camundongos foram anestesiados para a exposicdo do musculo cremaster e foram aplicados
topicamente na microcirculagdo com 30 uL do veneno de Potamotrygon cf. henlei a 300 ug/mL. Os animais
foram mantidos por 30 min para a observagéo do rolamento (A) e da aderéncia (B) de leucécitos nas vénulas
pos-capilares. As barras representam a média de 5 animais por grupo acrescidas do desvio-padrdo. # p < 0,05
em relagéo ao grupo-controle e * p < 0,05 em relagéo ao grupo-veneno.
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Todos os tratamentos demonstrados na figura 6 provocaram a redug¢ao do nimero
de leucécitos rolantes, chegando a valores proximos dos observados para o grupo controle,
com excegao para o inibidor de ERK %%, que alcangou valores ainda inferiores. Os leucdcitos
aderidos (Figura 6B) também sofreram alteragdo em seu quantitativo apds estes
tratamentos, mas quando o tratamento foi realizado com os inibidores de PI3K, ou ERK 5,
ou p38 MAP Quinase, os valores obtidos foram préximos a zero, similar ao observado para o

grupo controle.

3.3 Recrutamento de leucdcitos na cavidade peritoneal induzida pelo veneno de
Potamotrygon cf. henlei

Para fornecer mais evidéncias sobre o quadro inflamatério induzido pelo veneno
de Potamotrygon cf. henlei, avaliamos o recrutamento de leucdcitos na cavidade peritoneal
em camundongos Swiss machos tratados ou nao pela injegao intraperitoneal de 200 uL do
veneno a 300 ug/mL. O trafico de neutrdfilos para dentro da cavidade peritoneal foi
determinada apds duas ou quatro horas e um, trés, cinco e sete dias da administragdo do
veneno. Os animais foram sacrificados e tiveram a cavidade peritoneal lavada para coleta do
exudato e obtencdo da suspensao celular, que foi processada para contagem total de
leucécitos e diferencial celular. Os resultados mostraram que o veneno promoveu o
desenvolvimento de um quadro inflamatério agudo, causado pela intensa proliferagéo
celular, por até sete dias apdés a administragcdo do veneno (Figura 7A). O aumento da
migragao celular foi observado ja com duas horas, sendo mais expressivo um dia apos a
injecdo do veneno, nos periodos subsenquentes iniciou-se a redugédo do quantitativo destas
células na cavidade peritoneal, mantendo-se ainda em quantitativo significativo em relagéao
ao grupo controle, com sete dias.

Os resultados na figura 7B demonstraram a migragao de leucdcitos para a
cavidade peritoneal, diferenciados em neutrdéfilos e macréfagos, induzida pelo veneno de
Potamotrygon cf. henlei. O numero de macréfagos na cavidade peritoneal permaneceu
quase que constante em todos os periodos observados. No entanto, nos periodos entre
duas horas e um dia ocorreu um aumento expressivo de neutrdfilos, com significante
neutrofilia no primeiro dia e declino de migracdo nos demais periodos analisados (72, 120 e
168 horas). Para fornecer mais evidéncias do recrutamento de células inflamatdrias in vivo, a
figura 7C convenientemente confirma o aumento do niumero de neutrdfilos nos trés primeiros
periodos analisados, com neutrofilia maxima no periodo de um dia apds a administragdo do

veneno. O neutrdfilo € uma célula especifica do quadro inflamatério, portanto a neutrofilia
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maxima em 24 horas destaca-se como um fator importante nesse experimento, para

analises posterior. Na figura 8 estdo apresentadas as imagens das extensdes preparadas

com o exudato obtido da cavidade peritoneal dos camundongos.
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Figura 7. O veneno de Potamotrygon cf. henlei induz recrutamento de leucdcitos na cavidade peritoneal.
Camundongos Swiss machos foram tratados pela injeg&o intraperitoneal de 200 yL do veneno de Potamotrygon
cf. henlei a 300 pug/mL. Apés por 2, 4, 24, 72, 120 e 168 horas da injecdo, os animais foram sacrificados e tiveram
a cavidade peritoneal lavada para coleta do exudato e obtengéo da suspensédo celular que foi processada para
contagem total de leucdcitos por Turk (A), diferencial (B) e neutréfilos (C) em laminas coradas com hematoxilina
e eosina. # p < 0,05 em relagdo ao grupo-controle.
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Controle

Figura 8. O veneno de Potamotrygon cf. henlei induz recrutamento de leucdcitos na cavidade peritoneal.
Camundongos Swiss machos foram tratados pela injecdo intraperitonial de 200 yL do veneno de Potamotrygon
cf. henlei a 300 pyg/mL. Apds por 2, 4, 72, 120 e 168 horas da injegéo, os animais foram mortos e tiveram a
cavidade peritoneal lavada para coleta do exudato e obtencdo da suspensdo celular que foi processada em

laminas coradas com hematoxilina e eosina e visualizadas ao microscopio optico (40X).
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3.4 O veneno de Potamotrygon cf. henlei induz a producao de KC na cavidade peritoneal

A produgdo de citocinas inflamatérias, como KC e IL-33, pelas células do
compartimento peritoneal parecem fornecer os estimulos necessarios para formacgdo e
manutengdo do processo inflamatorio. Para confirmar essa informagéo, quantificou-se o
nivel de KC no sobrenadante de cultura de células esplénicas, no lavado da cavidade
peritoneal em camundongos Swiss, induzido pelo veneno de Potamotrygon cf. henlei. A
figura 9 demonstra a elevada produgdo de KC no periodo de duas horas, aumento dessa

producdo em quatro horas e severo declinio nos periodos de 24 e 72 horas.
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Figura 9. O veneno de Potamotrygon cf. henlei induz a produgdo de IL-33 e KC na cavidade peritoneal.
Camundongos Swiss machos foram tratados pela injeg&o intraperitoneal de 200 yL do veneno de Potamotrygon
cf. henlei a 300 pg/mL. Apds por 2, 4, 24 e 72 horas da inje¢do, os animais foram sacrificados e tiveram a
cavidade peritoneal lavada para coleta do exudato e obtengédo do sobrenadante de cultura de células esplénicas
que foi determinado por ELISA sanduiche. Microplacas (Costar, Cambridge, MA, USA) foram sensibilizadas por
18 h com anticorpos monoclonais especificos para a quimiocina. A reagao de cor foi lida em espectrofotdmetro a
450 nm. Curvas-padréo utilizando concentragdes conhecidas da quimiocina recombinante foram realizadas para
quantificagdo das amostras. O limite de detec¢éo para KC foi de 15.6 pg/mL. Os resultados foram expressos
como a média das concentragdes das amostras de cada grupo acrescida do desvio-padrgo. # p < 0,05 em relagéo

ao grupo-controle
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3.5 Os tratamentos alteram o recrutamento de leucdcitos na cavidade peritoneal, induzido
pelo veneno de Potamotrygon cf. henlei

A partir da determinagdo do periodo de neutrofilia maxima (um dia) induzida pelo
veneno de Potamotrygon cf. henlei foi verificado se os tratamentos com o inibidor do
receptor de IL-33, ou com peptideos inibidores de MyD88, ou os inibidores especificos de
cada quinase (ERK, JNK e P38) poderiam alterar o recrutamento de leucdcitos.

Os resultados apresentados na figura 10A mostraram que o rolamento e migracao de
leucécitos para dentro da cavidade peritoneal de camundongos dependem de sinais
derivados da ligacao de IL-33 ao receptor ST2; da participagéo da sinalizagédo de MyD88 e
das quinases ERK, JNK e P38, pois estes foram capazes de inibir o recrutamento de
leucécitos para a cavidade peritoneal, principalmente com relagao aos neutrofilos.

A contagem diferencial em macrofagos e neutrofilos esta demonstrada na figura 10B
e fornece evidéncias que confirmam a inibigao significativa de leucdcitos, no recrutamento de
células in vivo, induzido pelo veneno de Potamotrygon cf. henlei em camundongos Swiss
submetidos a tratamento com uso e inibidores de IL-33, ou MyD88 e ou das quinases ERK,
JNK e P38. O trafego de neutrdfilos para dentro da cavidade peritoneal foi expressivo para o
grupo de camundongos controle (ndo tratado com inibidores), enquanto que, nos grupos
tratados com os inibidores este sofreu reducdo. Para os macrofagos, com exceg¢ao do

inibidor PI3K, os demais interferiram na migracao destas células para a cavidade peritoneal.
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Figura 10. Os tratamentos alteram o recrutamento de leucdécitos na cavidade peritoneal, induzido pelo veneno
de Potamotrygon cf. henlei. Camundongos Swiss machos foram imunizados pela injegao intraperitoneal de 200
ML do veneno de Potamotrygon cf. henlei a 300 ug/mL. Apds 1h, os animais foram tratados pela injegédo
subcuténea com anticorpo neutralizador anti-ST2 (ST2/IL-1 R4) a 5 pg/animal, ou de Wortmannin a 0,005 yM
(specifically inhibits phosphatidyl inositol 3-kinase — Sigma, W1628) ou do peptideo inibidor de MyD88 a 0,5
mg/kg (tIrl-pimyd - 09J27-MT, Imgenex), ou de SP9059 a 2 uM (selective inhibitor of MAP kinase kinase 2'-
Amino-3’-methoxyflavone — InvivoGen, PHZ1164), ou de SB203580 a 0,05 uM (selective inhibitor of p38 MAPK
4-(4-fluorophenyl)-2-(4-methylsulfinylphenyl)-5-(4-pyridyl)-imidazole —  InvivoGen, PHZ1253). Depois, os
animais foram sacrificados e tiveram a cavidade peritoneal lavada para coleta do exudato e obtencdo da
suspensao celular que foi processada para contagem total de leucécitos por Turk (A) e diferencial (B) em
laminas coradas com hematoxilina e eosina. As barras representam a média de 4-7 animais por grupo
acrescidas do desvio-padrdo. # p < 0,05 em relagdo ao grupo-controle e * p < 0,05 em relagdo ao grupo-
veneno.
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4. DISCUSSAO

O veneno de Potamotrygon cf. henlei possui potencial pré-inflamatério, revelado
pelo edema intenso e dor, desencadeado nos acidentes envolvendo estas arraias. A
atividade proé-inflamatoria é confirmada pela microscopia intravital, com a aplicagao topica
do veneno na microcirculagdo de murinos, causando aumento expressivo do rolamento de
leuctcitos (SANTOS et al., 2012), efeito este relacionado a liberagéo local de mediadores
vasoativos, citocinas e quimiocinas. Estas podem regular e aumentar a expressdo de
moléculas que favorecem a adesao dos leucdcitos no endotélio (NAGATA et al., 2001).

Neste estudo foi explorada a hipétese de que as células estruturais, tais como
células endoteliais, liberem I[L-33 sobre a lesdo causada pelo veneno da arraia
Potamotrygon cf. henlei e que os mastdcitos adjacentes reajam produzindo fatores pré-
inflamatorios, incluindo IL-6, TNF-a e leucdcitos. Subsequentemente, esses sinais podem
induzir alteragbes vasculares, incluindo vasodilatagdo, aumento da permeabilidade
microvascular e recrutamento de células inflamatdrias, como neutréfilos para o local da
lesdo.

A inflamagao é uma resposta de defesa que ocorre apds dano celular causado por
micrébios, agentes fisicos (radiagcdo, trauma, queimaduras), quimicos (toxinas, substancias
causticas), necrose tecidual e/ou reagdes imunologicas (ABBAS, 2012). No caso dos
acidentes causados por arraias destacam-se dois aspectos importantes, cujos efeitos
costumam atuar em conjunto: o trauma provocado pela penetragédo do ferrédo e a
inoculagéo da toxina, que é facilitada pela lesdao (HADDAD JR., et al. 2004). Estudos como
o de Barbaro et al. (2007) e Magalhaes et al. (2006), também destacam variagbes de
toxidade do veneno, entre espécies de arraias de agua doce e marinhas, apontando
diferengas na atividade edematogénica e nociceptiva deste.

Verificamos em nosso estudo que o veneno de Potamotrygon cf. henlei, em todas
as concentragoes testadas, promoveu o desenvolvimento de um quadro inflamatério
agudo, causado pela intensa proliferacdo celular, com alto e constante recrutamento de
neutrdfilos, célula especifica do mecanismo inflamatoério. A padronizagao de 300 pg/mL
como concentragdo ideal para os ensaios se deu pelo elevado recrutamento de leucécitos,
principalmente neutrdfilos.

A reacdo inflamatéria aguda caracteriza-se por uma serie de eventos inter-
relacionados, entre os quais estdo o aumento do fluxo sanguineo e a permeabilidade
vascular na regidao afetada, exsudagdo de fluido (edema), dor localizada, migracao e
acumulo de leucdcitos inflamatdrios dos vasos sanguineos para dentro do tecido, formagao

de tecido de granulacdo e reparo tecidual (ABBAS, 2012). Os acidentes com arraias
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causam ferimentos com diversos sintomas como dor intensa, inflamagdes, necrose
cutanea, ulceragdes (ANTONIAZZI et al., 2011; COOK et al., 2006; CLARK et al., 2007;
MAGALHAES et al., 2008), complicagbes sistémicas (HADDAD JR., et al., 2004;
FORRESTER, 2005) e ainda disturbios na microcirculacao (BARBARO et al., 2007).

Santos et al., (2011) mostraram que os extratos de muco de ferrdo e do dorso,
assim como o veneno de Potamotrygon cf. henlei foram capazes de induzir dor e edema.
Este estudo também mostrou que ambos os extratos induziram o influxo de infiltrados
inflamatorios quando testados em modelo murino. A exsudagéao celular, também conhecida
com atividade edematogénica ou edema, € caracterizado por fendmenos celulares onde
eritrocitos e leucécitos migram para o endotélio, mediados pela agdo de quimiotaxia
(ABBAS, 2012). Foi observado em nossos resultados que a migragao de leucdcitos para a
cavidade peritoneal ocorreu gradualmente nos periodos de duas a quatro horas e um dia,
havendo o declinio gradual em periodos posteriores. Porém, a atividade edematogénica
demonstrada no trabalho de Santos et al. (2011), mostrou-se mais significantemente
elevada nos periodos de 30 min, 2 e 4 horas nas concentragbes de 25, 50 e 100 ug/mL de
veneno. Estudos com outras espécies de peixes como Potamotrygon cf. scobina,
Potamotrygon gr. orbignyi, Thalassophryne natterire, Synanceja horrida sao conhecidas
por induzir experimentalmente intensa atividade edematogénica e inflamatodria
(MAGALHAES et al., 2006; LIMA et al., 2003; KHOO et al., 1992; POH et al., 1991;).

A resposta inflamatéria inclui a participagdo de diferentes tipos celulares de
leucdcitos, tais como neutrofilos, macréfagos, mastocitos, linfocitos, plaquetas, células
dendriticas, células endonteliais e fibroblastos, entre outras. O aumento na adesado de
leucdcitos sinaliza para um endotélio inflamado e disfuncional (ULBRICH et al., 2003).
Durante a infecgdo, a quimiotaxia € um importante evento para o recrutamento de células
para o sitio de inflamagao. As primeiras células a chegar ao parénquima lesado sdo os
neutrdéfilos e, subsequentemente, os macréfagos teciduais (ABBAS, 2012; RIEDEMANN et
al. 2003; VILLA & GHEZZI, 2004).

Os fenbmenos de rolamento e aderéncia dos leucdcitos as células endoteliais
ocorrem especificamente em vénulas pds-capilares, apdés o estimulo de mediadores
inflamatdrios com a super-expressdo de moléculas de adesao e ativagao celular no local
da injuria. Assim, os leucdcitos alcangam o foco da lesdo onde, através da liberagcado de
substancias pro - e anti-inflamatérias e das atividades fagociticas e microbicidas regulam o
processo, retornando a homeostasia. No presente trabalho, verificamos que o veneno de
Potamotrygon cf. henlei foi capaz de modular o rolamento e a aderéncia de leucdcitos em
vénulas pos-capilares de camundongos com expressivos numeros em relagcao ao grupo

controle, confirmando o quadro inflamatério estabelecido. O recrutamento de leucécitos é
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um processo importante na resposta imune inata aos processos inflamatorios e envolvem a
acao de moléculas de adesdo e mediadores inflamatérios como quimiocinas e citocinas
(SADIK et al., 2011; MAGALHAES et al., 2006). Estes mediadores podem regular
positivamente a expressdo de moléculas de adesdo, favorecendo a mobilizacdo de
leucocitos. A familia das selectinas esta associada com a fase inicial de o recrutamento de
leucdcitos, caracterizado pelo rolamento destas células (LEY, 1996).

Recentemente, foi descrito que as células necréticas ativam especificamente
células mastro através da liberacdo de IL-33, constituindo um “alarmin”, assim os
mastocitos reagem através da liberagdo de mediadores pré-inflamatérios que
subsequentemente iniciam uma resposta inflamatéria (ENOKSSON et al., 2011). Embora
o papel da citocina IL-33 no sistema imunolégico ainda nao seja totalmente
compreendida, esta citocina tem sido implicada em varios processos inflamatérios agudos
e crbnicos, por intermédio de sinalizacdo ST2 (ANDERSON et al., 2012). A inibicdo do
rolamento, da aderéncia de leucécitos e da migragdo destes para a cavidade peritoneal
induzida pelo veneno de Potamotrygon cf. henlei foi constatada em nossos ensaios
guando os camundongos foram tratados com o anticorpo neutralizador de IL-33, ou com o
anticorpo neutralizador de MyD88, ou com o anticorpo neutralizador de ERK, ou com o
anticorpo neutralizador de JNK, ou com o anticorpo neutralizador de P38. Fato este que
indica que a inflamacgao induzida pelo veneno depende de sinais derivados da ligacao de
IL-33 ao receptor ST2. Assim como depende de sinais derivados da ligagao de MyD88 e
das quinases ERK, JNK e P38 aos seus receptores. Através desse experimento podemos
supor que os mastocitos reconhecem a IL-33, através do receptor ST2, que inicia os
mecanismos de sinalizagdo dependente de MyD88, resultando na ativagdo e na
subsequente transcrigdo de genes proé-inflamatorios.

A liberacdo de citocinas, quimiocinas e mediadores em conjunto inicia uma
resposta inflamatéria em cascata, por exemplo, com os neutréfilos, resultando em
recrutamento, ativagao e migracao destes, favorecendo a inflamagao. Em nossos ensaios
avaliamos a producdo de uma importante quimiocina pelas células do compartimento
peritoneal, KC, responsavel em fornecer estimulos para formagdo e manutencido do
processo inflamatério. Observamos que nos periodos de 2 e 4 horas existe uma alta e
progressiva producao de KC nos camundongos induzidos pelo veneno, enquanto que nos
periodos de 24 e 72 horas ocorre o declinio da produgao de KC. Entre as quimiocinas, a
responsavel por guiar os neutrdéfilos até o local de inflamacao é a KC, também conhecida
como IL-8 em humanos (LAING & SECOMBS, 2004; MIYAZAKI et al., 2013). Essa
quimiocina é da familia CXC e é capaz de induzir a liberagdo de lisossomos,

desencadeando a explosao respiratéria, através de sua baixa afinidade com CXCR1 e
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alta afinidade com CXCR2 expressos na membrana de neutrdfilos. A capacidade de
atracdo dos neutrofilos pela quimiocina KC pode ser atribuida pela presenca do motivo
Glu-Leu-Arg, adjacente ao motivo CXC na sua extremidade N-terminal, o local de ligagao
com seu respectivo receptor (LAING et al., 2002). Dessa forma podemos crer que a
produgcdo de KC no processo inflamatorio induzido pelo veneno de Potamotrygon cf.
henlei influencia diretamente o recrutamento de neutréfilos para o local da lesao, pois os
periodos de maior producdo de KC, 2 e 4 horas, levardo ao periodo de maior
recrutamento de neutrofilos que ocorre em 24 horas. A vista disto, pode-se supor que
recrutamento de neutrdfilos induzido pelo veneno é mediado por uma cascata temporal de
guimiocinas.

Com a ligagdo de KC aos seus receptores estes serao ativados e ocorrera uma
modificagdo da conformacgao da proteina G, induzindo a troca de uma molécula de GDP
(difosfato de guanosina) por GTP (trifosfato de guanosina), no sitio catalitico que ativara a
fosfolipase C (PLC), uma enzima que ira agir sobre o substrato PIP2, dissociando-o e
formando DAG e IP3. Assim havera a transmissao de sinais intracelulares que resultarao
na degranulacdo, na explosao respiratéria e quimiotaxia dos neutrdfilos, que irdo chegar
ao sitio inflamatério. Porém, o receptor pode interagir com a GRK2 para mediar e regular
as fungdes celulares dos neutrdfilos. A GRK vai fosforilar o receptor, que ao ser
fosforilado ira se ligar a B-arrestina para promover a dessensibilizacdo do receptor. Apos,
o receptor sera internalizado em uma vesicula que podera ser degradado ou reciclado
voltando para membrana celular e podendo novamente ser ativado (LAPPANO &
MAGGIOLINI, 2011; MIYAZAKI et al., 2013). Com o receptor ativado havera a ativagéo de
PI3K (fosfatidilinositol-3 quinase) que resulta a geragao de fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato
(PIP3) a partir do fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) induzindo o recrutamento e
fosforilagdo de proteinas quinases como AKT, MAPK, JNK e ERK que consequentemente
ativarao fatores transcrigdo como NF-KB (nuclear factor gene binding), HNF-1 (hepatocyte
nuclear factor-1) e AP-1 (activated protein-1), que irdo transcrever proteinas que favorece
a inflamacgéo (BROWN et al., 2011).

Desse modo, os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram significativo
recrutamento de leucdcitos, caracterizando um processo inflamatério causado pelo veneno
de Potamotrygon cf. henlei em camundongos Swiss machos. Isso foi confirmado com a
inibicdo desse recrutamento pelo anticorpo neutralizador do receptor de IL-33, ou com
peptideos inibidores de MyD88, ou os inibidores especificos das quinases ERK, JNK e
P38. Este resultado pode ser explicado pela possivel relagdo entre o recrutamento de
leucécitos e a IL-33, através do receptor ST2, que inicia os mecanismos de sinalizagao

dependente de MyD88, resultando na ativagcao e a subsequente transcricdo de genes pro-
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inflamatodrios, no qual a liberagdo de citocinas, quimiocinas e mediadores em conjunto
inicia uma resposta inflamatéria em cascata, favorecendo a inflamagao.

Atualmente as cascatas temporais e espaciais de diversas quimiocinas foram
identificadas por coordenar o recrutamento de neutrdfilos em modelos de ratos com
inflamacgao local aguda (SADIK et al., 2011). Estes achados sugerem que as quimiocinas
tém fungéo unica in vivo. A cascata de quimiocinas parece ser necessaria para guiar o
caminho migratério complexo de neutrofilos da medula 6ssea para o sangue, a partir do
sangue para o tecido, e, em seguida, uma vez no tecido, orientar neutrofilos para o local
exato do foco inflamatério. O envolvimento de varias quimiocinas, atuando em diferentes
pontos do percurso migratorio, fornece um mecanismo para controlar o recrutamento de
neutréfilos nos tecidos. Estas cascatas também oferecem varios pontos para intervir
terapeuticamente na atenuacdo do recrutamento de neutrdfilos nos tecidos. Se uma
quimicina ou receptor especifico nao esta disponivel no momento e lugar apropriados, a
cascata chega a um impasse e os neutrdfilos da inflamagdao entram em colapso. Os
iniciais, do que em fases posteriores da inflamacao, e o recrutamento de neutrdfilos torna-
se reforgado por multiplas vias sobrepostas.

Portanto, pesquisas futuras devem ter por objetivo definir as quimiocinas em
cascatas que impulsionam a reacgao inflamatdria especifica induzida pelo veneno de
Potamotrygon cf. henlei e procurar identificar os mediadores que iniciam o processo.
Acreditamos que o direcionamento desses pontos iniciais em vias das quimiocinas
especificas poderdo proporcionar a descoberta de terapias eficazes para um importante

problema de saude publica das populagbes afetadas.
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Dados do titular
Nome: Carla Simone Seibert CPF: 663.327.101-87

Titulo do Projeto: Estudo das atividades biolégicas da pegonha de arraias de 4gua doce (Potamotrigonideos)

Nome da Instituicio : FUNDACAQ UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS CNPJ: 05.149.726/0001-04

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 | preparo dos extratos 10/2014 12/2014
2 | levantamento bibliografico 10/2014 12/2016
3 | coleta das arraias 10/2014 102014
4 | caracterizagao das proteinas do veneno e muco 01/2015 0272015
5 | ensaios biclogicos 03/2015 07/2015
6 | coleta das arralas 08/2015 10/2015
7 | preparo dos extratos 08/2015 10/2015
8 | purificagao das proleinas 11/2015 062016
9 | ensaio de biodistribuicao do veneno 07/2016 10/2016
10 | produgao de material cientifico 09/2016 12/2016

Observagdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o tenitério nacional, que impliguem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerals, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,

| | obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusao ou a pesquisa, estao sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagio NAQ exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legals, bem
como do consentimento do responsével pela area, plblica ou privada, onde serd realizada a atividade, inclusive do 6rgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietério, arrendatario, posseiro ou morador de 4rea dentro dos limites de unidade de conservagao
|| federal cujo processo de regularizacao fundidria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrugao Normativa ICMBIo n® 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizacdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportives. O material biolégico coletado deverd ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.

A autorizacao para envio ao exterior de material biolégico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletrénico www.lbama.gov.br (Servigos on-line -
Licenga para Importagao ou exportacio de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O fitular de licenga ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 | aogrupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigao in situ.

O titular de autorizagao ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violacao da legislacao vigente, ou quando da inadequacao,

6 | omissdo ou falsa descrigao de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicao do ato, podera, mediante decisao motivada, ter a auterizagao ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégico coletade apreendido nos termos da legislagdo brasileira em vigor.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territério nacional, na

7 | plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,

bioprospecgio e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagées em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAQ, o pesquisador titular desta autorizagio devera contactar a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR

8 AS DATAS das expedicdes, as condi¢ges para realizagdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Equipe

# Nome Funcao CPF Doc. Identidade Nacionalidade
ensaios de biodistribuicao,

1 | NANCI DO NASCIMENTO bioqumicos e biol6gicos 041.946.198-11 RG 12477048-4 SSP-SP Brasileira

2 | Janaina Cardoso dos Santos gi';f; processamento do | ggp 451 471.87 464903 SSP-TO Brasileira
coleta, purfficagao das

3 | GABRIELA ORTEGA COELHO THOMAZI proteinas e biodistribuigio 001.761.971-84 421804 SSP-TO Brasileira

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticacdo: 82554383 “lHl‘ ‘l“Hl‘"Hl‘l‘

[ Pagina 1/3 |




Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagéo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Niamero: 45407-1 | Data da Emissao: 17/10/2014 14:20 | Data para Revalidacao*: 16/11/2015

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagc@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Carla Simone Seibert CPF: 663.327.101-87

Titulo do Projeto: Estudo das atividades bicldgicas da pegenha de arraias de agua doce (Potamotrigonideos)

Nome da Instituigio : FUNDACAQ UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS CNPJ: 05.149.726/0001-04
4 | Raquel da Silva Alres 2‘2'3‘2; caa’;é“s'e"' bloquimicas f o5 206.821-00 3558012 SSP-TO Brasileira
|5 | Juliane Monteiro dos Santos coleta e preparo do extrato | 003.913.631-07 328684 SSP-TO Brasileira
& | THOMPSON DE OLIVEIRA TURIBIO ;“:ﬁ;;:;‘”"ca‘?a" das 884.785.211-00 617418 sspto-TO Brasileira
Locais onde as atividades de campo serao executadas
[#] Municipio | UF ]Descricao do local [Tipo
K| | TO [ Recursos hidricos da Bacla tocantins - Araguaia e afluentes | Fora de UC Federal
Atividades X Taxons
# Atividade Téaxons
1| Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Potamotrygonidae
2 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Potamotrygonidae ("Qtde: 30)

* Quantidade de individuos por espécie. por localidade ou unidade de conservagae, a serem coletados durante um ano.

Material @ métodos

Amgosiras biolégicas (Peixes) [ Outras amostras biolégicas(material removido do ferrao e muco do dorso do animal)

2 | Método de capturalcoleta (Peixes) | Espinhel de fundo, Rede de arrasto de prala: cerco de praia ({ragdo manual)

Destino do material biolégico coletado

Nome local destino | Tipo Destino

| 1] Universidade Federal do Tocantins | colecao
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Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n? 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
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Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data
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