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RESUMO

RAMOS, A. D. Caracterizagcao bioquimica e bioldgica de toxinas presentes na
peconha e no muco do bagre Cathorops spixii. 2009. 94 f. Dissertacdo de
Mestrado (Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo
Paulo, Sao Paulo, 2009.

Dos peixes peconhentos encontrados no Brasil os bagres destacam-se pelo nimero
de acidentes que provocam. Seu aparato peconhento é formado por um ferrdao na
porcao distal de cada nadadeira peitoral e da dorsal. Possuem além da pegonha
encontrada em glandulas localizadas nas nadadeiras, uma secre¢do epidérmica
protéica, denominada muco. Devido a essas duas substdncias participarem do
envenenamento, o objetivo deste trabalho foi caracterizar bioquimica e
biologicamente os componentes toxicos (peptideos e proteinas) presentes nessas
duas secregoes. Os peixes foram coletados na Baia de Paranagud, Estado do Paran3,
Brasil. Obtivemos uma média protéica de 3,1 mg/mL (peg¢onha) e 1,4 mg/mL
(muco). O perfil eletroforético da peconha e do muco apresentou poucas bandas
protéicas. As amostras apresentaram bandas que variaram de 111,1 a 12,4 kDa.
Com o fracionamento obtivemos 11 fracdes para peconha e 13 para o muco.
Enquanto o muco apresentou um nimero maior de fracdes peptidicas a pegconha
apresentou fragdes protéicas de maior intensidade. Andlise por espectrometria de
massas mostrou que apenas duas fragdes do muco aparentam estar puras com
massa em torno de 1500 Da. Com relacdo as atividades bioldgicas avaliadas as
fracdes peptidicas induziram aumento no nimero de leucécitos rolantes, estase
venular, hemorragia e alteracdes no didmetro arteriolar. Com relagdo a atividade
antimicrobiana, duas fracées obtidas da peconha foram ativas para bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas e fungo ao passo que duas fracdes do muco
mostraram-se ativas apenas para a bactéria Gram-negativa. A andlise das fracdes
protéicas por eletroforese mostrou diferengcas nos componentes presentes nas
fracdes protéicas obtidas da pegconha dos componentes presentes nas fragdes
obtidas do muco. Verificamos que uma fracio da pegonha e outra do muco
apresentavam apenas uma Unica banda, onde a da peconha possui 65,1 kDa e a do

muco 62,5 kDa. As demais fracdes apresentaram mais de uma banda cada. Todas



as fracdes protéicas obtidas da peconha ou do muco induziram aumento no
numero de leucdcitos rolantes. Na fracdo Fp6-peconha obtivemos uma tinica banda
de 65,1 kDa que foi purificada e caracterizada. A seqiiencia obtida por degradacao
de Edman apresentou homologia com warm acclimatation protein (Wap65) uma
glicoproteina do plasma inicialmente identificada em peixes. Verificamos por
microscopia intravital que esta proteina causa aumento dos leucécitos rolantes
assim como a presenca de leucécitos aderidos ao endotélio, o que demonstra sua
acdo inflamatoéria. Nossos resultados indicam uma diferenca notavel entre os
componentes protéicos e peptidicos do muco e da peconha do bagre C. spixii.
Enquanto as fragdes protéicas induzem atividade inflamatoria, as de baixa massa
molecular causam estase venular, contragao arteriolar e hemorragia e apresentam
atividade antimicrobiana. Finalmente, conseguimos isolar e caracterizar

bioquimica e biologicamente a proteina Wap65 da peconha deste peixe.

Palavras-chave: Venenos. Toxinas. Peixes venenosos. Bagre Marinho. Muco.
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ABSTRACT

RAMOS, A. D. Biochemical and biological characterization of toxins in the
venom and mucus of the catfish Cathorops spixii. 2009. 94 p. Master Thesis
(Biotechnology) - Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo, Sao
Paulo, 20009.

Of the venomous fish found in Brazil, catfish noteworthy for the number of
accidents they cause. His venom apparatus consists of a venomous sting in the
distal portion of each pectoral and dorsal fin. They have also of the venom glands
located in the fins, an epidermal protein secretion called mucus. Because of these
two substances involved in poisoning, the aim of this study was to characterize the
biochemical and biologically toxic compounds (peptides and proteins) present in
these two secretions. Fish were collected in Paranagua Bay, Parana State, Brazil.
We obtained an average protein intake of 3,1 mg / mL (poison) and 1,4 mg / mL
(mucus). The electrophoretic profile of the venom and mucus showed few protein
bands. The samples showed bands between 111,1 and 12,4 kDa. With the
fractionation, we obtained 11 fractions for venom and 13 for mucus. While the
mucus showed a greater number of peptide fractions, venom protein fractions
showed greater intensity. Analysis by mass spectrometry showed that only two
fractions of mucus appeared to be pure with a mass around 1500 Da. Regarding
the biological activities, evaluated peptide fractions induced an increase in the
number of rolling leukocytes, venular stasis, hemorrhage and changes in arteriolar
diameter. With respect to antimicrobial activity, two fractions obtained from the
venom were active for Gram-positive and Gram-negative bacteria and fungus while
the two fractions of mucus were active only for Gram-negative bacteria. The
analysis of protein fractions by electrophoresis showed differences in the
components present in the protein fractions obtained from the venom of the
components present in fractions obtained from the mucus. We note that a fraction
of the venom and other from the mucus showed only one band, where the venom
has 65,1 kDa, the mucus appears to have 62,5 kDa. The other fractions showed
more than one band each. All protein fractions obtained from the venom or mucus

induced increase in leukocyte rolling. In the fraction Fp6-venom we obtained a



single band of 65,1 kDa that was purified and characterized. The sequence
obtained by Edman degradation showed homology with warm acclimatation
protein (Wap65), a plasma glycoprotein first identified in fish. We verified by
intravital microscopy that this protein causes increased leukocyte rolling as well as
the presence of leukocytes adhered to the endothelium, which demonstrates its
inflammatory action. Our results indicate a notable difference between the peptide
and protein components of venom and mucus of the catfish C. spixii. While the
protein fractions induce inflammatory activity, the low molecular cause venular
stasis, arteriolar contraction and bleeding and have antimicrobial activity. Finally,
we isolate and characterize biochemical and biologically protein Wap65 from the

venom of this fish.

Keywords: Venoms. Toxins. Venomous fishes. Marine Catfish. Mucus. Wap65.
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1 INTRODUCAO

A producgdo de toxinas por animais aquaticos é uma estratégia importante
que garante sua sobrevivéncia em um ecossistema altamente competitivo. Esses
animais produzem um numero enorme de metabdlitos cujas combinagdes
resultam em uma grande variedade de estruturas quimicas e moléculas complexas,
como alcaldides, esterdides, peptideos e proteinas. Constituem também uma rica
fonte de agentes bioquimicos altamente ativos o que aumenta ainda mais a
relevancia das pesquisas nessa area. Trabalhos realizados com toxinas oriundas de
animais aquaticos demonstram que elas representam uma vasta fonte de
substancias com distintas atividades farmacolégicas (OLIVEIRA et al, 1990;
NUIJEN et al.,, 1999; RINEHART, 2000; CVETKOVIC, 2002; VAN-KESTEREN et al,,
2002).

O Brasil com uma extensa linha costeira (aproximadamente 7.400 Km)
apresenta ampla variacdo de fauna, compreendendo animais de dguas temperadas
e tropicais. Essa diversidade propicia a existéncia de grande niimero de animais
potencialmente perigosos e associado a fatores como o grande afluxo de banhistas
as praias, ao incremento a pesca comercial e esportiva, mergulho autonomo e
pesca submarina, favorece a ocorréncia de muitos acidentes em humanos, sendo
grande parte destes provocados por peixes peconhentos. As potentes toxinas
presentes nesses animais colocam em risco a satide principalmente de banhistas e
pescadores, devido aos quadros patolégicos que provocam nas situacdes de
envenenamento. Dessa maneira, tornam-se necessarios estudos nesta area que
desvendem a a¢do dessas pegonhas e sua natureza bioquimica.

Os peixes peconhentos apresentam glandulas especializadas em produzir
substancias toxicas e um aparelho inoculador da mesma, podendo ser traumatico,
nos casos dos ferimentos causados por aculeos, rostros, dentes e espordes
(SCHVARTSMAN, 1992). Todas as familias e géneros de peixes peconhentos tém
representantes nos mares e rios do Brasil (HADDAD JR., 2003). Possuem
importancia médica pelos acidentes que provocam em humanos, uma vez que
mantém a vitima afastada do trabalho por semanas ou meses, além de acarretar

importantes seqlielas.
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Os peixes peconhentos que mais causam acidentes no Brasil sdo os
popularmente chamados de arraia (HADDAD ]JR. 2000), peixe-escorpiao
(FIGUEIREDO et al,, 1978; 1980; HADDAD JR. et al,, 2003), niquim (ALMEIDA et al,,
1989; AUTO, 1992; FONSECA e LOPES-FERREIRA, 2000) e bagre (HADDAD Jr.,
2000).

As arraias pertencem a ordem Rajiformes e podem ser marinhas ou fluviais.
Possuem um longo apéndice caudal semelhante a um chicote onde estdo
localizados de um a quatro ferrdes mineralizados serrilhados, recobertos por
glandulas de veneno (HALSTEAD, 1970). Podem acidentar banhistas por serem
pisadas ou pescadores quando estes as manipulam presas em anzois ou em redes
de pesca. O envenenamento causa imediatamente intensa dor, edema e em alguns
casos hemorragia e necrose (SUTHERLAND, 1983; EDMONDS, 1989; HADDAD ]R.
et al,, 2004). Dentre as espécies de arraias brasileiras destacam-se as do género
Potamotrygon por causarem grande numero de acidentes na regido Norte. Haddad
Jr. e colaboradores (2004) descreveram que a peconha de Potamotrygon falkneri
apresenta um perfil eletroforético com bandas protéicas de 12 a 130 kDa. Por
eletroforese com substratos especificos, os autores detectaram na pegonha
atividades gelatinolitica, caseinolitica e hialuronidasica e as correlacionaram as
proteinas de 80, 100 e 84 kDa, respectivamente. A caracterizagdo das principais
atividades toxicas de outras duas arraias brasileiras Potamotrygon cf scobina e
Potamotrygon gr orbignyi foi descrita por Magalhdes e colaboradores (2006).
Demonstrou-se que a injecdo das peconhas na pata de camundongos induz
significativa atividade edematogénica e nociceptiva de forma dose-dependente.
Utilizando a técnica de microscopia intravital observou-se que as pegonhas destas
arraias induzem aumento no ndmero de leucécitos rolantes e aderidos na parede
de vénulas pés-capilares da microcirculacdo de cremaster de camundongos. Além
disso, essas peconhas apresentam atividade necrosante de pouca intensidade e
somente em altas concentragdes (100 pg/dorso). Baixos niveis de atividade
proteolitica foram detectados e as pegconhas ndo induzem hemorragia. Andlise de
SDS-poliacrilamida mostrou um perfil eletroforético semelhante entre as peconhas
das duas espécies, exceto pela presenca de duas bandas exclusivas na pegonha de

P. gr orbignyi, uma de 66,2 e outra de 25 kDa (MAGALHAES et al., 2006). Em 2006
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Conceicdo e colaboradores determinaram a seqiiéncia de um peptideo
denominado Orpotrin na peconha da arraia P. gr. orbignyi com atividade
vasoconstritora em arteriolas. Nesta mesma arraia foi encontrado o peptideo
denominado Porflan, cuja seqiiéncia foi determinada e sua a¢do inflamatéria

caracterizada (CONCEICAO et al., 2009).

Os peixes-escorpido, pertencentes a familia Scorpaenidae, sdo
freqiientemente encontrados na costa brasileira entre rochas e recifes de corais e
em baixas profundidades. No Brasil, as espécies mais encontradas sao Scorpaena
plumieri (peixe-escorpido preto) e Scorpaena brasiliensis (peixe-escorpido
vermelho). Sao igualmente conhecidos como mamangava, mamanga ou beatriz. Os
espinhos estdo distribuidos ao longo da nadadeira dorsal (13), 3 anais e 2 pélvicos,
todos contendo individualmente pequenas glandulas produtoras de veneno. Os
sinais do envenenamento provocado por esta espécie em humanos incluem dor
intensa, edema, necrose localizada e alteracdes sistémicas como dificuldade
respiratoéria, hipotensao, arritmia, bradicardia, e em casos mais graves paralisia e
convulsées (FIGUEIREDO et al., 1978; 1980; HADDAD JR. et al., 2003). Estudo
publicado em 2005 por CARRIJO e colaboradores mostrou que camundongos
injetados com doses sub-letais da peconha de S. plumieri (LDso 0,28 mg/Kg)
apresentam perda de controle dos movimentos, hipersalivacdo, convulsdes e
arritmias respiratoria e cardiaca. O efeito cardiovascular foi avaliado e em baixas
doses (0,04 mg/Kg) a peconha foi capaz de induzir abrupta queda na pressao
arterial e diminuicdo na freqliéncia respiratéria. Induziu ainda atividade
hemorragica, hemolitica e proteolitica em camundongos. Boletini-Santos e
colaboradores verificaram recentemente (2008) que a pegonha de S. plumieri é
capaz de induzir resposta sistémica causando um dano pulmonar agudo em
camundongos, caracterizado por extravasamento protéico do espago vascular para
o alveolar e infiltrado de leucdcitos (neutréfilos e macréfagos), presenca de
citocinas e quimiocinas (IL-6, KC e MCP-1) como também de proteinases com
atividade gelatinolitica (MMP-2 e MMP-9). Neste estudo, a lesdo pulmonar aguda
foi induzida pela peconha tanto pela via intraperitoneal quanto pela via

intraplantar. Além disso, foi descrito um complexo padrdo eletroforético da



19

peconha em SDS-acrilamida, que apresenta nove bandas majoritarias que variam

entre 25 e 116 KDa.

Os niquins pertencem a familia Batrachoididae, sdo divididos em 15
espécies, das quais 4 sdo encontradas no Brasil: Thalassophryne nattereri,
Thalassophryne punctata, Thalassophryne reticulata e Thalassophryne amazonica.
Entretanto, os Unicos relatos de acidentes referem-se a espécie T. nattereri. Este é
encontrado ao longo da costa norte e nordeste do Brasil, principalmente no
encontro de aguas marinhas e fluviais. Sdo popularmente chamados de niquim,
miquim ou niquim-de-lama. Dos peixes peconhentos possui o mais completo
aparelho inoculador de peconha, consistindo de quatro espinhos, dois localizados
na regiao dorsal e dois nas laterais. Todos os espinhos sao canaliculados e possuem
comunicac¢do com glandulas produtoras de toxinas presente na base dos espinhos.
Funcionam como arma de defesa e no momento em que o peixe se sente agredido,
tocado ou pisado se ericam e penetram funcionando como uma agulha injetando a
peconha no tecido do agressor ou da vitima humana como os pés e as maos
(FROES, 1932, 1933). Os acidentes provocados pelo T. nattereri se caracterizam
pela intensa dor, edema e necrose (FONSECA e LOPES-FERREIRA, 2000). Estudos
realizados com a pegonha de T. nattereri em camundongos mostram que baixas
doses sdo suficientes para induzir efeitos locais de dor e edema. A peconha nao
induz atividade hemorragica, fosfolipasica A2 ou coagulante (LOPES-FERREIRA et
al, 1998). Além disso, a peconha é capaz de alterar a fisiologia renal de ratos
interferindo principalmente em parametros vasculares (FACO et al, 2003). A
analise histopatologica da lesdo induzida pela pe¢onha no musculo gastrocnémio
de camundongos mostrou aparecimento de mionecrose precoce e de dificil
regeneracao, trombos e poucas células fagocitarias (LOPES-FERREIRA et al., 2001).
A andlise por microscopia intravital mostrou que a pegonha induz estase do fluxo
sangiiineo nas vénulas p6s-capilares e em capilares e vasoconstri¢cdo das arteriolas.
De modo interessante, a estase venular ocorrida ndo estid associada a acdo do
veneno sobre fatores soluveis da coagulacdo, pois testes in vitro mostram que a
peconha nao é capaz de induzir coagulacao do sangue total, do plasma rico ou agir
sobre plaquetas (LOPES-FERREIRA et al,, 2002). Com relacdo a a¢do inflamatéria

foi verificado que apds a injecdo da peconha no coxim plantar de camundongos
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ocorre a liberacdo de importantes citocinas como TNF-q, IL-1p e IL-6 na lesdo,
porém acompanhada de uma pobre migracdo celular. Foi ainda verificado que a
peconha afeta a viabilidade de células mononucleares da linhagem ]J774A1 em
cultura (LIMA et al,, 2003). Também foi verificado que a nocicep¢cao e o edema
causados pelo veneno podem ser mediados por toxinas com atividade
cininogenasica (LOPES-FERREIRA et al.,, 2004). Além disso, a peconha promove
resposta imune especifica com diferenciagdo de linfécitos T de ambos os tipos (Th1
e Th2) com grande producao de IL-5 e IFN-y, promovendo a sintese de anticorpos
veneno especificos IgG1 e IgG2a e IgE total (GRUND et al., 2006). As toxinas da
peconha de T. nattereri vém sendo obtidas através da utilizacdo de técnicas
cromatograficas seguida da caracterizagdo de suas seqiliéncias através da
abordagem de quimica de proteinas (isolamento e seqliénciamento de peptideos
internos e N-terminal) e de biologia molecular (transcriptoma da glandula
venenifera do peixe e expressao dos cDNAs que codificam as toxinas). Utilizando as
abordagens acima descritas foram descobertas as seguintes toxinas: Familia
Natterinas (N1, MM 35,8 kDa e pl 8,18; N2, MM 38,1 kDa e pl 8,76 e N3, MM 35,0
kDa e pl 6,70) e Nattectina (MM 15,0 kDa e pl 9,73). A Nattectina apresenta
homologia com proteinas lectina do tipo C enquanto as Natterinas que sdo as
toxinas majoritarias ndo apresentam homologia com proteinas encontradas nos
bancos de dados (MAGALHAES et al.,, 2005), possuindo atividade cininogenasica,
nociceptiva e edematogénica (MAGALHAES et al.,, 2005).

Os bagres destacam-se por causar um grande niumero de acidentes, uma vez
que sao encontrados em toda costa brasileira sendo mais abundantes nas regides
Sudeste e Sul (REIS, 1986). Estao divididos em 31 familias das quais duas sdo
marinhas, Plotosidae e Ariidae (BURGESS, 1989; KOBAYAGAWA, 1991; MOYLE,
1996). Sao peixes de couro e vivem em locais rasos e de fundo lodoso. O aparato
peconhento do bagre inclui um tnico ferrdo (levemente serrilhado) na porgao

distal de cada nadadeira peitoral e da dorsal e apresentam trés diferentes

peconhas (Figura 1) (HALSTED et al,, 1953). A peconha do ferrdo encontrada no

epitélio glandular que o reveste; a peconha glandular encontrada nas glandulas

localizadas na base dos espinhos laterais; e o muco (ictiocrinotoxina) que consiste

de um material protéico e gelatinoso produzido por células elaboradoras de
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proteinas denominadas “células-club” (THULESIUS et al.,, 1983). As “células-club”
estdo presentes em abundancia nos bagres e produzem toxinas que sao liberadas
posteriormente para a superficie da pele (AI-HASSAN et al., 1987). A importancia
do seu contetido nao estd bem definida, embora algumas fun¢des de protecdo para
o peixe tenham sido sugeridas, como a existéncia de ferormdnios especificos que

atuam como substancias de alarme, quando sdo ameagados ou feridos.



Figura 1.
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Halstead et al., 1953.

Exemplar de Cathorops spixii e diagrama mostrando as diferentes
peconhas encontradas nos bagres. Em A, figura mostrando a localiza¢do da
glandula axilar. Em B foto do animal e em C, figura mostrando os espinhos
dorsal e peitoral respectivamente e corte transversal do espinho apontando a
localizacao da glandula de veneno (G).
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Estudos importantes foram realizados com peconhas dos bagres indianos
Heteropneustes fossilis, Plotosus canius e Plotosus lineatus e do bagre Arius
thalassinus encontrado no Golfo Arabe. Com relacdo as peconhas desses animais,
pesquisadores verificaram que as de H. fossilis, P. canius e A. thalassinus induzem
respostas contrateis em preparacoes de musculo liso (DATTA et al.,, 1982; AUDDY
et al, 1994; THULESIUS et al., 1983). Além disso, a peconha do bagre H. fossilis
produz um aumento inotrépico em coragdes de sapos e porcos da india (DATTA et
al, 1982), enquanto a toxina letal, denominada Toxina-PC de P. canius causa
parada no batimento do coragao de porcos da india (AUDDY e GOMES, 1996). Vale
ressaltar que a peconha do bagre H. fossilis também produz uma importante
resposta hipotensiva (DATTA et al., 1982) ao contrario da peconha de P. canius que
produz resposta hipertensiva in vivo (AUDDY et al., 1994). Sintomas neurotéxicos
foram induzidos pela peg¢onha de P. lineatus quando administrada
intraperitonealmente em camundongos (FAHIM et al, 1996). A atividade
hemolitica foi detectada nos venenos de P. canius e H. fossilis, enquanto a peconha
do bagre P. lineatus mostrou-se citotéxica para células tumorais de Ehrlish (FAHIM

etal., 1996).

Importantes estudos também foram realizados com o muco do bagre A.
thalassinus. Quando este animal se sente ameagado, sua secrecdo apresenta
fosfolipideos e glicolipideos. Como esta secre¢do é composta principalmente de
glicoproteinas, acredita-se que seja elaborada para defesa, ndo contra predadores,
mas contra lesdes (AL-HASSAN et al, 1986b). Quando fragdes soluveis desta
peconha foram injetadas por via intravenosa em coelhos, observou-se morte dos
animais, além de agregacao de plaquetas e sintese de prostandides (AL-HASSAN et
al,, 1985a, 1987). Também foi comprovado que estas secrecdes sdo compostas por
fatores vasoativadores (THULESIUS et al, 1983; AL-HASSAN et al., 1986a),
hemolitico (AL-LAHHAM et al., 1987), hemaglutinante (AL-HASSAN et al., 1986b), e
um ativador de fosfolipase A (AL-HASSAN et al., 1987). Thulesius e colaboradores
(1983) analisando a secrecdo da pele de A. thallasinus encontraram altas
concentracoes de proteinas, limitada quantidade de lipideos, carboidratos e acidos
nucléicos, com atividades enzimaticas, incluindo fosfatase alcalina e esterases. A

secrecdo do muco apresentou ainda, isoprostanes, substancias que contribuem
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para o fechamento e aceleracdo na cura de feridas em animais de laboratorio e de
Ulceras diabéticas (AL-HASSAN et al., 1998; AL-HASSAN, 1990; AL-BOW et al,,
1997).

No muco outro aspecto muito importante e que tem sido alvo de muitas
pesquisas sdo os peptideos antimicrobianos. Estes tém sido encontrados no muco
de peixes peconhentos ou ndo. Uma vez que os peixes estdo em contato intimo com
uma rica micro biota e que nao possuem resposta imune especifica presume-se
que usem seu sistema imune inato como linha de defesa contra a invasado
microbiana (ELLIS, 2001). O muco funciona como uma barreira fisica e quimica,
inibindo a colonizacdo de potenciais microorganismos infecciosos e invasdo de
parasitas metazoarios (ALEXANDER e INGRAM, 1992; KAATTARI e PIGANELLI,
1996; ELLIS, 1982). A principal vantagem dos peptideos antibacterianos como
fatores da imunidade inata sdo que eles podem funcionar sem alta especificidade
ou memdria. Peptideos antibacterianos sdo prontamente sintetizados a baixo custo
metabolico, estocados em larga quantidade e prontamente disponiveis apds uma
infeccdo (OREN e SHAI, 1996). A maioria dos peptideos antimicrobianos é
produzida como pré-proteinas codificadas pelo gene e sdo processadas por vias
definidas para sua forma peptidica ativa (EPAND e VOGEL, 1999). Entretanto, um
grande numero de peptideos antimicrobianos foi descoberto como sendo derivado
por protedlise de grandes proteinas com outras fung¢des conhecidas como a
lactoferrina (ULVATNE e VORLAND, 2001), proteina ribossomal L1 (PUTSEP et al,,
1999) e histona H2A (KIM et al., 2000; CHO et al., 2002).

Uma variedade de toxinas ja foi isolada de peconhas de peixes, entre elas
podemos citar a dracotoxina (CHATWALL e DREYER, 1992), trachinina (PERRIERE
et al., 1988), toxina-PC (AUDDY e GOMES, 1996), stonustoxina (POH et al., 1991) e
trachynilisina (COLASANTE et al., 1996). Generalizando, essas toxinas possuem
toda a atividade letal e geralmente a maioria das outras atividades bioldgicas de
cada peconha. Assim, ao contrdrio dos venenos de muitos animais terrestres,
venenos de peixes parecem possuir apenas um pequeno numero de toxinas
(CHURCH e HODGSON, 2002). Nos bagres, uma fracao toxica da secrecdo

epidérmica do bagre Arius thalassinus foi isolada. Caracteriza-se por ser uma
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proteina com peso molecular de aproximadamente 39 Kda e PI de 5,45. A toxina
purificada tem uma dose letal de 0,045 mg/Kg em coelhos (THOMSON et al., 1998).
Analises comparativas com a dose letal da toxina bruta que é aproximadamente 1,5
mg/Kg (AL-HASSAN et al, 1985b), indicam que essa toxina é 30 vezes mais
potente que a toxina bruta (THOMSON et al., 1998).

Embora os bagres sejam encontrados em toda extensdo da costa brasileira e
causem muitos acidentes (HADDAD JR. e MARTINS, 2006), poucos trabalhos
existem sobre as peconhas ou o muco encontrado nesses animais. Dentre os bagres
encontrados no Brasil destaca-se o Cathorops spixii (Figura 1). Sdo peixes costeiros,
de fundo e aguas que raramente ultrapassam trinta metros, comuns em fundos de
areia ou lodo. Apresenta uma distribuicdo Atlantico Sul Ocidental, restrita ao
sudeste e sul do Brasil (MENEZES et al., 2003). Estes animais causam grande parte
dos acidentes relatados. Os acidentes ocorrem principalmente quando pescadores
manuseiam redes de pesca e quando banhistas pisam em um exemplar morto
descartado na praia. A pegonha é introduzida pelo peixe através dos espinhos das
nadadeiras e causa um ferimento puntiforme. Os sintomas apresentados sdo
eritema, edema, dor, sudorese fria, mal-estar, febre, nauseas, vomitos, agitacao
psicomotora, podendo ocorrer infec¢do secundaria (HADDAD JR. et al, 1999,

2006).

Os trabalhos realizados até o momento referem-se principalmente a
biologia reprodutiva (SILVA, 1996; SILVA et al, 1998), variacdo espacial e
temporal (AZEVEDO et al., 1999), habitos alimentares (REYNA-KURTZ, 2003),
distribuicao e reproducdao (MELO e TEIXEIRA, 1992). Entretanto trabalhos
realizados pelo nosso grupo com o Cathorops spixii mostraram que a pegonha e o
muco induzem nocicep¢ao e edema em camundongos (MONDIN et al., 2007). Além
disso, Junqueira e colaboradores (2007) mostraram que a pegonha e o muco deste
bagre sdo capazes de induzir resposta imune inata e desencadear a resposta imune
especifica em camundongos. Respostas estas reguladas pela presenca de células
inflamatérias como neutréfilos e macrofagos, de mediadores lipidicos (Leucotrieno
e Prostaglandina), da citocina IL-6 e das quimiocinas KC e MCP-1. Induzem a

sintese de anticorpos especificos IgG1l e IgG2a, o que sugere que a peconha e o
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muco sdo capazes de induzir uma resposta imune especifica mista, com

diferenciacao de clones de linfécitos dos tipos Th1 e Th2 (JUNQUEIRA, 2006).

Uma vez que os resultados obtidos demonstram a existéncia de uma
mistura complexa na peconha e no muco do C. spixii com fungdes toxicas sobre
camundongos, reprodutivel do envenenamento em humanos, decidimos continuar
os estudos com esta espécie buscando a caracteriza¢do de suas toxinas, presentes
na pegonha do ferrdo e no muco. Decidimos avaliar a agao das toxinas encontradas
na microcirculacio de cremaster de camundongos, uma vez 0 processo
inflamatério inicia-se na microcirculacao. Além do papel fisioldgico, os vasos da
microcirculacdo participam ativamente de processos patologicos, pois respondem
a estimulos nocivos ou a substincias endégenas com alteragdes morfoldgicas e
funcionais caracteristicas. Distirbios nos diversos mecanismos empregados para a
manutencdo fisiolégica acarretam a génese de diversos quadros patolégicos,
principalmente a hipertensdo, distirbios hemostaticos e resposta inflamatdria.
Ademais, uma vez que a literatura mostra uma grande quantidade de peptideos
antimicrobianos encontrados em mucos de peixes resolvemos também investigar a

existéncia de peptideos com essa fungao.

Acreditamos que os resultados obtidos contribuem para o esclarecimento
das propriedades bioldgicas da peconha e do muco dos peixes peconhentos, como
também fornecem subsidios para o desenvolvimento de tratamentos especificos e

adequados para os envenenamentos provocados por eles.
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6 CONCLUSOES

1. Os peptideos e as proteinas encontradas na pegonha ou no muco apresentam

diferencas nas atividades;

2. Importantes fragdes peptidicas foram detectadas com agdo antimicrobiana e
antifingica e estas tém potencial para se tornarem importante ferramenta

bioldgica;

3. Os danos teciduais observados no envenenamento podem ser decorrentes da
acao de peptideos enquanto o processo inflamatdrio é decorrente principalmente

da acdo das proteinas presentes na pegonha e no muco de C. spixii;

4. A peconha de C. spixii possui uma proteina denominada WAP65 com ac¢ao pro-

inflamatoria.
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