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Aos vinte e quatro dias do més de maio do ano de dois mil e treze, as quatorze horas,
no auditério Paulo Buhrmheim, a discente deste Programa, Juliana Luiza Varjao
Lameiras, orientada pelo Professor Doutor Wallice Luiz Paxiuba Duncan (UFAM) e co-
orientada pela Professora Doutora Maria Cristina dos Santos (UFAM) apresentou a
banca examinadora sua dissertagdo intitulada, “Perfis protéicos, enziméticos e
miotoxicidade induzidos pelos venenos das Arraias Amazoénicas Plesiotygon
iwamae e Potamotrygon motoro (Chondricthyes — Potamotrygonidae)”. A banca
examinadora composta pelos seguintes membros: Professor Doutor Wallice Luiz
Paxiuba Duncan (UFAM) (Orientador e Presidente), Professor Doutor Luiz Carlos de
Lima Ferreira (FMT-AM) e a Professora Doutora Maria Lucia Gées de Araujo (UFRPE),
decidiu, ap6s a apresentagao e arguicdo, pela aprovacéo (?0 ou nao aprovagao ( ) de
sua dissertagao.
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RESUMO

Acidentes por arraias de &gua doce sdo caracterizados por dor intensa e alteragdes
patoldgicas no local da lesdo, que incluem edema, eritema e, na maioria dos casos, necrose.
Nesta pesquisa, os extratos de muco e tecido do dorso e do ferrdo das arraias Plesiotrygon
iwamae e Potamotrygon motoro foram analisados por eletroforese em SDS-PAGE e por
zimografia. A atividade miotdxica (local e sistémica) induzida pelos extratos, em modelo
murino, foi avaliada por histopatologia e a atividade da enzima fosfolipase A, (hemdlise
indireta), em gel de agarose. O extrato do ferrdo de P. motoro apresentou uma banda difusa de
10 kDa, varias entre 58 e 27 kDa e componentes proteoliticos acima de 58 kDa, enquanto que
0 extrato do dorso apresentou uma banda forte difusa com cerca de 41 kDa e um componente
proteolitico de 6 kDa. Em P. iwamae, todas as amostras apresentaram uma banda intensa e
difusa de 15 kDa e componentes proteoliticos de 6 e 40 kDa. As doses de 140 pg de proteina
dos extratos de P. iwamae induziram hemolise indireta nos intervalos de tempo de 24 e 48
horas, porém, ndo formaram o halo de 10 mm de diametro (valor minimo definido para a
técnica), demonstrando uma fraca atividade de fosfolipase A,. Necrose coagulativa do tecido
muscular, regeneracdo das fibras musculares e presenca de infiltrados inflamatdrios, incluindo
neutrofilos, macrofagos, e um ndmero reduzido de eosindfilos e linfocitos foram observados
24 horas apoés a injecdo da dose de 400 pg dos extratos de muco do dorso e do ferrdo das
arraias P. motoro e P. iwamae no musculo gastrocnémio dos camundongos. Tais resultados
também foram observados, em menor volume, nos musculos gastrocnémios das patas
contralaterais, demonstrando que os extratos das duas espécies foram capazes de induzir a
uma rabdomidlise sistémica quando testados em camundongos BALBI/c.

Palavras-chave: Potamotrygonidae; Potamotrygon; Plesiotrygon; Arraias de agua doce;
Ferrdo; Rabdomidlise.



ABSTRACT

Accidents caused by freshwater stingrays are characterized by intense pain and
pathological changes at the lesion site, which include edema, erythema and, in most cases,
necrosis. In this study, mucus and tissue extracts from the dorsal region and sting of
freshwater stingrays Potamotrygon motoro and Plesiotrygon iwamae were analyzed by
electrophoresis on SDS-PAGE and zymography. The myotoxic activity (local and systemic)
induced by extracts in murine model was evaluated by morphometric analysis and enzimatic
activity of the phospholipase A; (indirect hemolysis) in agarose gel. P. motorosting extract
showed a diffuse band with 10 kDa, several between 58 and 27 kDa, and proteolytic
components above 58 kDa, while the dorsal region extract showed a strong and diffuse band
around 41 kDa and a proteolytic component with 6 kDa. P. iwamae showed, in all samples, a
diffuse and intense band with 15 kDa and proteolytic components around 6 and 40 kDa.
Doses of 140 ug of P. iwamae protein extracts (sting and dorsal region) induced indirect
hemolysis after 24 and 48 hours, but the halo diameter was below 10 mm (minimum value set
for the technical), showing a weak phospholipase Ajactivity. Coagulative necrosis of the
muscle tissue, muscle fiber regeneration and inflammatory infiltrates, including neutrophils,
macrophages and a reduced number of eosinophils and lymphocytes were observed 24 hours
after injection of 400 pg of P. motoro and P. iwamae mucus extracts in mice gastrocnemius
muscle. These results were also observed, in a lower proportion, in the gastrocnemius muscles
of the contralateral legs, showing that extracts of both species were able to induce a systemic
rhabdomyolysis when tested in BALB/c mice.

Key-words: Potamotrygonidae; Potamotrygon; Plesiotrygon; Freshwater stingrays; Sting,
Rhabdomyolysis.
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significativa em relacdo ao controle negativo, p < 0,05.
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ferrdo de P. motoro (*). A fibra muscular necrosada, com perda da estriacdo
transversal, ndo se cora pela hematoxilina fosfotingstica. C: necrose coagulativa do
tecido muscular (*), evidenciada pela coloracdo de PTAH, em gastrocnémio da pata
contralateral de camundongo injetado com o muco do ferrdo de P. motoro. D:
animal do grupo controle, sem evidéncia de macrofagos. E: numerosos macréfagos
(quadrante) presentes em tecido adiposo do musculo gastrocnémio injetado
diretamente com o muco do ferrdo de P. iwamae. F: macrdfagos retirando debris
celulares em mausculo injetado diretamente pelo muco do dorso de P. iwamae.
Todas as imagens estdo em aumento de 400x, exceto F (aumento de 1000x).

Figura 5: Resultados morfométricos (densidade de volume, %) do efeito dos
venenos de arraias de dgua doce sobre o tecido muscular de camundongo (massa =
18 a 22g). A: porcentagem de musculo sem dano. B: porcentagem de rabdomidlise.
C: porcentagem de regeneracdo muscular. D: porcentagem de infiltrados
inflamatdrios. E: porcentagem dos vasos sanguineos. * indica diferenca significativa
entre 0 0s gastrocnémios inoculados (direitos) e o grupo controle, p < 0,05. **
indica diferenca significativa entre os gastrocnémios direitos e os esquerdos (nédo-

inoculados), p < 0,05.
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INTRODUCAO

REVISAO DA LITERATURA NA FORMA DE ARTIGO CIENTIFICO A SER
SUBMETIDO A REVISTA Scientia Amazonia (ISSN: 2238.1910)

ARRAIAS DE AGUA DOCE (Chondrichthyes — Potamotrygonidae):
BIOLOGIA, VENENO E ACIDENTES®

Juliana Luiza Varjdo Lameiras®, Oscar Tadeu Ferreira da Costa®, Maria Cristina dos Santos® e
Wallice Luiz Paxitba Duncan?

Resumo

Acidentes com arraias da familia Potamotrygonidae sdo muito comuns no Brasil. S&o animais
de 4gua doce e possuem de 1 a 3 ferrBes de dentina, localizados na base da cauda, usados na defesa do
animal. O ferrdo é coberto por uma bainha tegumentar contendo glandulas mucosas e de veneno. Os
acidentes geralmente acontecem quando as pessoas pisam no dorso do animal, escondido sob a areia.
Por consequéncia, a arraia introduz o ferrdo no pé ou no calcanhar da vitima, causando um ferimento
extremamente dolorido, que muitas vezes infecciona e leva a necrose do tecido. Na regido Amazonica,
a questdo é ainda mais grave, pois 0s acidentes costumam ocorrer em lugares distantes e isolados,
muitas vezes, sem atendimento médico. O tratamento é baseado no uso de anti-inflamatérios e
antibidticos, pois ainda ndo existe antidoto especifico para o veneno das arraias.

Palavras-chave: Potamotrygonidae; Potamotrygon; Arraias de dgua doce; Veneno; Ferrdo.
Abstract

Accidents with stingrays of the Potamotrygonidae family are very common in Brazil. They are
freshwater animals and have 1-3 dentin stingers, located at the base of the tail, used in protecting the
animal. The stinger is covered by a cutaneous sheath containing mucous and poison cells. Accidents
usually happen when people step on the back of the animal, hidden under the sand. Consequently, the
ray enters the sting on the foot or the heel of the victim, causing an extremely painful injury, which
infects and often leads to tissue necrosis. In the Amazon region, the issue is even more serious because
accidents usually occur in distant and isolated localities, often without medical care. The treatment is
based on the use of anti-inflammatories and antibiotics, as yet there is no specific antidote for the
poison of stingrays.

Key-words: Potamotrygonidae; Potamotrygon; Freshwater stingrays; Venom; Sting.
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1. Introducéo

Durante a evolucdo, os animais
desenvolveram sofisticados mecanismos
para capturar a presa ou intimidar o
agressor. Uma dessas estratégias foi
justamente a produgdo de venenos ou
peconhas, estudados ao longo dos anos
para a obtencdo de novos farmacos ou,
ainda, para a producao de ferramentas para
elucidar mecanismos fisiologicos
(CONCEICAO et al., 2006; KOZLOV et
al., 2006). A producdo de toxinas por
animais aquaticos garante a sobrevivéncia
em ecossistemas altamente competitivos.
Estes animais produzem um vasto nimero
de componentes tdxicos como alcaloides,
esteroides, peptideos e proteinas, com
propriedades quimicas e farmacoldgicas
diferentes das existentes em venenos de
animais terrestres (RUSSELL, 1971,
MAGALHAES et al., 2006).

Os animais aquaticos de maior
importancia médica sdo 0s peixes e 0s
acidentes provocados por esses animais Sao
denominados de ictismo. O ictismo pode
ser dividido em acidentes acantotdxicos
(forma ativa) ou sarcotoxicos (forma
passiva). Os acantotdxicos sdo causados
por peixes peconhentos, por exemplo, as
arraias, sendo de carater traumético ou
necrosante, com dor predominante. Os
peixes peconhentos possuem ferrdes ou
espinhos, retrosserrilhados e pontiagudos,
envolvidos por tegumento, capazes de
causar ferimentos e introduzir a pegonha.
Ja os sarcotoxicos ocorrem pela ingestao
de peixes venenosos (como baiacus, que
podem conter toxinas na pele, muasculos,
visceras ou gonadas) ou de peixes com a
carne contaminada por produtos quimicos
ou bactérias (FUNASA, 2001).

Existem indmeras espécies de
peixes peconhentos, principalmente, em
areas tropicais (HADDAD JR., 2008),
incluindo as arraias (Elasmobranquios), os
bagres (Siluriformes), o peixe-escorpido e
0 peixe-pedra (Scorpaeniformes), o peixe-
sapo (Batrachoidiformes), o peixe-zebra
(Cypriniformes), o peixe-aranha e o0 peixe-

cirurgido (Perciformes) (CHURCH;
HODGSON, 2002; HADDAD JR., 2003;
SMITH; WHEELER, 2006). Os acidentes
causados por peixes geram ferimentos com
diversos sintomas, como dor intensa,
necrose cutanea, bolhas, ulceracBes e
febre. Podem ocorrer mortes em casos de
lesbes que atingem 6rgdos vitais ou que
estejam  associadas com  infeccOes
bacterianas (MONTEIRO-DOS-SANTOS
et al.,, 2011). Embora os acidentes com
peixes sejam  considerados  severos,
existem poucos relatos cientificos a
respeito (LOPES-FERREIRA et al., 2000;
SIVAN et al., 2010). Enquanto ha muitos
trabalhos caracterizando as atividades
bioldgicas de toxinas de animais terrestres,
como serpentes, aranhas e escorpides, ha
poucos dados sobre venenos de peixes,
como as arraias (CONCEICAO et al.,
2006; MAGALHAES et al, 2006;
MONTEIRO-DOS-SANTOS et al., 2011).
A presente revisdo bibliografica
teve como objetivo verificar os principais
avancos e estudos cientificos relacionados
aos acidentes com arraias de agua doce.

2. Metodologia

Para a elaboracdo do presente
artigo, foi feito levantamento bibliografico
nos portais de busca Periddicos CAPES
(www.periodicos.capes.gov.br),  Sciverse
Hub (www.hub.sciverse.com), Sciverse
Science Direct (www.sciencedirect.com),
Sciverse  Scopus  (www.scopus.com),
Scirus (www.scirus.com), Pubmed
(www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) e Google
Académico (scholar.google.com.br),
utilizando-se as seguintes palavras-chave:
Potamotrygonidae, Potamotrygon,
“stingray injuries”, “fresh water stingrays”,
“stingray venom”, ‘“‘stingray accidents” €
ictismo. Foram  encontradas 350
publicagdes, do periodo de 1952 a 2012,
das quais 96 foram usadas como referéncia
bibliografica para compor este artigo de
reviséo.



3. Arraias: classificacdo e aspectos
gerais

Dentre 0s principais  peixes
peconhentos estdo as arraias, que, apesar
de ndo serem agressivas, causam um
grande numero de acidentes nas regides
que habitam (HALSTEAD, 1966;
ERICSSON et al., 2006; MAGALHAES et
al., 2008), e, assim, sdo consideradas um
problema de satde publica (ERICSSON et
al., 2006). As arraias pegonhentas
pertencem & Classe Chondrichthyes,
(peixes cartilaginosos), Subclasse
Elasmobranchii, Subdivisdo Batoidea,
ordem Myliobatiformes (NELSON, 2006),
chamadas de “stingrays” (do inglés, sting,
ferrdo, e ray, arraia), sendo a Unica ordem
de arraias providas de ferrbes na cauda
(LOVEJOY, 1996; MCEACHRAN;

ASCHLIMAN, 2004). As arraias ttm o
corpo achatado dorsoventralmente, com 0s
olhos e os espiraculos situados na regido
dorsal, e as fendas branquiais (cinco pares)
(Figura 1) situadas na parte ventral
(HALSTEAD, 1988).

Figura 1. Exemplar de Paratrygon aiereba, fémea,
com a parte ventral exposta, exibindo os cinco
pares de fendas branquiais e as nadadeiras pélvicas.
Foto: Juliana Lameiras.

As arraias da Familia
Potamotrygonidae medem cerca de 40 cm.
Algumas espécies dulcicolas da familia
Dasyatidae podem passar de um metro de
didmetro. As arraias marinhas podem
atingir até cinco metros na idade adulta
(familia Mobulidae) (SANTOS, 1952;
HALSTEAD, 1988).

As arraias apresentam ampla
distribuicdo geogréafica, sendo encontradas
em mares temperados e tropicais (UZEL et
al., 2002; BARBARO et al., 2007) e,
ainda, nos rios da América do Sul, Africa
Equatorial e no Rio Mekong, no Sudeste
asiatico (MAGALHAES et al., 2008). No
Brasil, as arraias marinhas (Figura 2) estdo
distribuidas por toda a costa do Oceano
Atlantico, e as espécies de agua doce, da
familia Potamotrygonidae, estdo presentes
nos rios das regides Norte, Centro-Oeste,
Sul e Sudeste (CARVALHO et al,
2003).No Nordeste, ocorrem apenas duas
espécies de potamotrygonideos, no Rio
Parnaiba, nos estados do Maranhdo e
Piaui:Potamotrygon orbignyi (MORO et
al., 2012a) e Potamotrygon signata, que é
uma espécie endémica (GARRONE
NETO; HADDAD JR., 2009; ROSA et al.,
2010; MORO et al., 2012b).

Figura 2. ares de arraias marinhas do
género Dasyatis, presente no litoral brasileiro. Foto:
Juliana Lameiras.

4. Familia Potamotrygonidae: biologia,
diversidade e distribuicdo geografica

Espécies da familia
Potamotrygonidae s8o membros bem
conhecidos da fauna de  peixes
neotropicais, mais pelos ferimentos que
podem causar do que por suas
propriedades biologicas ou pela histdria
evolutiva intrigante (SILVA;
CARVALHO, 2011). Essas arraias
também sdo conhecidas por serem
comercializadas como peixes ornamentais
(DUNCAN et al., 2010). Diferente de



qualquer outra familia viva de arraias, 0s
potamotrygonideos se diversificaram no
ambiente de agua doce da Ameérica do Sul
(THORSON et al., 1983; LOVEJOY,
1996; CARVALHO et al., 2004; SILVA,
CARVALHO, 2011), a partir de um grupo
irmdo do género Himantura (familia
Dasyatidae), durante as incursdes marinhas
do Mioceno, ha aproximadamente 20
milhGes de anos atras (LOVEJOQY et al.,
1998; LOVEJOY et al., 2006). Na Bacia
Amazonica, estas arraias sdo encontradas
em todos os tipos de rio (SIOLI, 1967),
incluindo rios de agua branca (rica em
sedimentos), agua clara (pobre em
sedimento), e &gua preta (rica em &cidos
hamicos) (DUNCAN; FERNANDES,
2010; ROSA et al., 2010). Podem viver em
habitats lénticos (como lagos e igapds),
I6ticos(incluindo  fortes  correntezas)
(ALMEIDA et al., 2008; 2009) e até
proximo de cachoeiras e corredeiras, nos
mais diversos substratos, como fundos
arenosos, lodosos e rochosos (ROSA et al.,
2010). Alimentam-se principalmente de
pequenos invertebrados, (incluindo
insetos, anelideos, moluscos, crustaceos),
peixes 6sseos e até mesmo de bagres
(SHIBUYA etal., 2012).

Os potamotrygonideos sdo um
grupo claramente monofilético,
compartilhando especializacdes
morfolégicas e  fisiolégicas  Unicas,
incluindo a péelvis com um grande processo
de expansdo mediana anterior (processo
pré-pélvico), sangue  com  baixas
concentracfes de ureia e redugdo da
glandula retal (GERST; THORSON,
1977). S&o animais estenoalinos e
hiperosmoticos em relagdo ao ambiente
(TREBERG et al., 2006). A maioria das
especies tem arranjos dorsais coloridos,
incluindo ocelos, padrbes reticulares e
marcas vermiformes, que, geralmente, séo
espécie-especifica (THORSON et al.,
1983). O tamanho pode do animal pode
variar de 25 cm de comprimento do disco
(Potamotrygon sp., arraia cururu) a 100 cm
(Paratrygon aiereba) (ROSA et al., 2010).
Além do ferrdo, algumas especies

apresentam denticulos na superficie dorsal
do disco e numerosos tubérculos
mineralizados ao longo da cauda. Tais
estruturas também sdo capazes de causar
envenenamento (CARVALHO et al,
2003).

Em alguns lugares do Brasil, o
ferrdo e a gordura de algumas espécies de
arraias de agua doce sdo usados até mesmo
no preparo de remédios caseiros para asma,
reumatismo e artrite (ALVES; ROSA,
2007; ALVES; ALVES, 2011).

As arraias de agua doce sdo
viviparas aplacentarias (THORSON et al.,
1983) (Figura 3). Os embrides sdo nutridos
por uma secre¢do da mucosa viliforme do
Utero materno, chamada de trophonemata,
0 que caracteriza 0 modo reprodutivo dos
potamotrigonideos como  viviparidade
matrotroéfica (WOURMS et al., 1988). A
gestacdo pode variar de trés a nove meses,
dependendo da espécie. As fémeas
geralmente s@o maiores que 0os machos e o
ciclo reprodutivo parece estar relacionado
ao ciclo hidrologico (ARAUJO et al.,
2004; CHARVET-ALMEIDA et al,
2005).

Figura 3. Os potamotrigonideos sdo viviparos
aplacentarios. A — Momento do nascimento de uma
arraia cururu (Potamotrygon sp.). B — Neonato de
arraia cururu. Fotos: Wallice Duncan.



Assim como as espécies marinhas,
as arraias de agua doce apresentam baixa
fecundidade, maturagdo sexual tardia e
crescimento lento, caracteristicas que
tornam os potamotrigonideos sejam mais
susceptiveis a impactos ambientais
(CARRIER et al., 2004).

O historico taxondmico da familia
Potamotrygonidae é repleto de equivocos e
incertezas devido ao policromatismo do
grupo, que, no passado, levou a descricao
de espécies em sinonimia e, até hoje, gera
duvidas durante a identificacdo de
espécimes coletados ou guardados em
colecdes (CARVALHO et al., 2003;
GARRONE NETO; HADDAD JR., 2009;
ROSA et al., 2010). Quatro géneros estéo
reconhecidos atualmente: Potamotrygon,
Paratrygon (monotipico),Plesiotrygon,
descrito por ROSA et al. (1987), com uma
segunda espécie, P. nana, descrita
porCARVALHO; RAGNO (2011), e
Heliotrygon, descrito recentemente por
CARVALHO; LOVEJOY (2011), com
duas espécies reconhecidas.

Potamotrygon € 0 género mais
diverso, com aproximadamente 20 espécies
validas (ROSA et al., 2010; SILVA,
CARVALHO, 2011). Apresenta cauda
moderadamente robusta e  curta,
geralmente mais curta que o comprimento
do disco, com ferrbes na porcao
mediodistal (CARVALHO et al., 2003).
Ocorre em todos 0s paises da América do
Sul (exceto o Chile), nas drenagens dos
rios Atrato e Magdalena (Coldmbia),
Orinoco e Maracaibo (Venezuela), rios
costeiros das Guianas, Suriname, Rio
Amazonas e seus afluentes (Bolivia, Brasil,
Colémbia, Equador, Peru, Venezuela), Rio
Tocantins (Brasil), e na bacia do Parana-
Paraguai (Argentina, Brasil, Paraguai e
Uruguai) (ROSA et al., 2010).

Plesiotrygon  (Figura 4A) é
popularmente conhecida como “arraia-
chicote”, devido a longa cauda, com
ferrdes em posicdo mediana (ROSA et al.,
1987). O género é endémico para a
drenagem Amazonica, do Rio Napo, no
Equador, até a foz do Rio Amazonas, no

Pard, inclusive do Baixo Rio Tocantins
(ROSA et al., 2010).

Figura 4. Exemplares de arraias de agua doce da
Bacia Amazonica. A — Plesiotrygon iwamae. B —
Paratrygon aiereba. C — Heliotrygon gomesi.
Fotos: Wallice Duncan.

Em Paratrygon, (Figura 4B) a
cauda é longa, nos juvenis, e geralmente
reduzida e afilada nos adultos, com os
ferrdes posicionados na base. E conhecida
pelos ribeirinhos da regido Amazonica
como “arraia-maca”, devido ao formato
peculiar de seu disco corporal (ROSA,
1990). Ocorre no norte da Bolivia, Leste
do Peru e Equador, Norte do Brasil
(Amazonas e Para), no Rio Amazonas e
seus afluentes, Baixo Rio Tocantins, e



Venezuela, na bacia do Rio Orinoco
(ROSA et al., 2010).

Heliotrygon (Figura 4C) é chamada
de “arraia redonda”, pois possui 0 corpo
bem circular em comparagdo aos outros
géneros, que apresentam O COrpo mais
oval. Seu ferrdo é extremamente reduzido.
A distribuicio €& semelhante a de
Plesiotrygon iwamae, ocorrendo no Rio
Amazonas e seus tributarios.
(CARVALHO; LOVEJOY, 2011).

Espécies como a arraia cururu
(Potamotrygon sp.) (Figura 5A) e P.
schroederi (Figura 5B) sdo endémicas do
Rio Negro, enquanto Paratrygon aiereba,
Potamotrygon orbigyi (Figura 5C) e
Potamotrygon motoro (Figura 5D) tém
ampla distribuicdo geografica e podem ser
encontradas nas aguas do Rio Amazonas,
na foz do Rio Tocantins e no Rio Negro
(DUNCAN; FERNANDES, 2010; ROSA
etal., 2010).

Recentemente, foram descritas as
espécies Potamotrygon marinae, que
ocorre na Guiana Francesa, nos rios
Oiapoque e Maroni (DEYNAT, 2006),
Potamotrygon boesemani, descrita da bacia
do rio Corantijn, no Suriname, (ROSA et
al., 2008) Potamotrygon tatiane, que foi
descrita do Rio Madre de Dios, Peru, Alto
Rio Madeira, ocorrendo em simpatria com
outras  espécies de  Potamotrygon
(Potamotrygon falkneri, P. orbignyi e P.
motoro) (SILVA; CARVALHO, 2011)e
Potamotrygon tigrina, descrita do Rio
Nanay, no Alto Rio Amazonas, Peru
(CARVALHO etal., 2011).

Em Sdo Paulo e nos municipios
paranaenses e sul-matrogossenses,
localizados as margens do Rio Parana, a
montante das Sete-Quedas de Guaira/PR,
arraias ndo faziam parte da fauna aquatica
nativa até o final da década de 1970. No
entanto, com a construcdo da Usina
Hidrelétrica de Itaipu, em 1982, a barreira
geografica representada pelas Sete-Quedas
foi submersa, possibilitando a colonizacgéo
do trecho situado a montante de Guaira por
especies como Potamotrygon
schuhmacheri, P. falkneri e P. motoro, que

vem se aproveitando dos canais artificiais
nas barragens da Hidrovia Tieté-Parana
para ampliar sua area de distribuicéo,
despertando interesse de pesquisadores e
da comunidade médica, pois j& existem
acidentes com arraias nestes locais
(GARRONE NETO et al, 2007;
GARRONE NETO; HADDAD JR., 2010).

Figura 5. Exemplares de arraias de agua doce da
Bacia Amazénica do género Potamotrygon. A —
Potamotrygon sp. (arraia cururu); B - P.
schroederi; C — P. orbignyi; D — P. motoro. Fotos:
Wallice Duncan.

Recentemente, a espécie P. motoro
foi registrada no Alto do Reservatorio



Seletar, em Cingapura. Esta espécie foi
introduzida neste local devido ao comércio
de arraias para aquariofilia. Por ser um
predador de topo de cadeia, de se alimentar
de uma grande variedade de animais e de
ser uma das espéecies mais fecundas de
potamotrigonideos, a P. motoro tem
potencial para ser uma espécie invasora
(NG et al., 2010).

Devido ao grande tamanho
corporal, ao endemismo de algumas
especies, a dificuldade de captura e aos
riscos com o manuseio (Figura 6), os
potamotrigonideos tém  sido  pouco
estudados, constituindo uma parcela pouco
conhecida da fauna agua doce, quando
comparados a outros grupos de animais
aquaticos (GARRONE NETO; HADDAD
JR., 2009).

_\ S i il p ) 4 ’r'
Figura 6. O horério ideal para se capturar arraias de
agua doce € a noite, o que torna a tarefa muito
arriscada para os pescadores, ainda mais no
ambiente da Floresta Amazonica, onde, além das
arraias, existem outros animais potencialmente
perigosos, como serpentes e jacarés. Foto: Wallice
Duncan.

5. Ferrdo, veneno e muco

As arraias possuem de um a trés
ferrbes na base da cauda que, quando
usada na defesa do animal, funciona como
um chicote, causando uma leséo severa
(THORSON et al., 1988; BARBARO et
al., 2007; DEHGHANI et al., 2009). Os
ferrdes (Figura 7) sdo estruturas afiadas,
alongadas e mineralizadas, derivados de
denticulos dérmicos modificados
(GARRONE NETO; HADDAD IR,

2009), retroserrados bilateralmente e
cobertos por uma bainha tegumentar com
um sulco glandular ventrolateral, contendo
glandulas de veneno ao longo de cada
borda (HALSTEAD, 1988; DEHGHANI et
al., 2009; MONTEIRO-DOS-SANTOS et
al., 2011). A distribuicdo dessas células
secretoras, ou glandulas de veneno, pode
diferir de acordo com a espécie, e o ferrdo
pode chegar até 37 cm em algumas
espécies (WEISS; WOLFENDEN, 2001;
CAMPBELL et al.,, 2003). Os ferrbes
costumam ser proporcionais ao tamanho do
animal e sdo regenerados a medida que sao
perdidos (SANTOS, 1952). A quantidade,
o tamanho e a posicdo deles diferem entre
as familias da ordem Myliobatiformes
(HALSTEAD, 1988), caracteristicas que,
aliadas aos hébitos das arraias, podem
influenciar na ocorréncia e na gravidade
dos acidentes (GARRONE NETO;
HADDAD JR., 2009).

|

Figura 7. Ferrdo de arraia de éga doce
(Potamotrygon sp.). Foto: Wallice Duncan.

Em um estudo histoloégico dos
ferrdbes das arraias de A&gua doce
Potamotrygon leopoldi, P. falkneri,
P.orbignyi, e das arraias marinhas Dasyatis
guttata e Aetobatus narinari, PEDROSO et
al. (2007) mostraram que no ferrdo das
espécies de agua doce existe um maior
numero de células secretoras de proteina,
de dois tipos diferentes, distribuidos por
toda a epiderme, enquanto nas espécies



marinhas, estas células secretoras estdo
apenas ao redor ou dentro dos sulcos
ventrolaterais do ferrdo. Segundo o0s
autores, estas diferencas  poderiam
influenciar nos envenenamentos por arraias
de agua doce, que sdo, geralmente, mais
graves e apresentam maior porcentagem de
necrose que 0s acidentes causados por
arraias marinhas.

DEHGHANI et al. (2010), em
anélise histoldgica dos ferrdes das espécies
marinhas Himantura walga, Himantura
sp., Pastinachus sephen (Dasyatidae),
Aetobatus flagellum (Myliobatidae) e
Gymnura poecilura (Gymnuridae), do
Golfo Pérsico e do Mar Oman, também
verificaram a presenca de células
produtoras de muco, mas, somente 0s
ferrGes das arraias da familia Dasyatidae
apresentaram células secretoras de veneno
ao redor ou dentro dos sulcos
ventrolaterais do ferrdo, como no estudo
citado anteriormente. Tal fato poderia
explicar a gravidade dos envenenamentos
causados pelas arraias da familia
Dasyatidae, que originou as arraias de agua
doce.

Em adicdo ao veneno, as arraias
produzem um muco espesso, que recobre
todo o corpo do animal. O muco, secretado
por células mucosas localizadas na
epiderme, € considerado a primeira linha
de defesa (ZHAO et al., 2008), e, como
observado em especies marinhas, pode
conter aminoéacidos, peptideos,
carboidratos, glicopeptideos, glicolipideos,
(KLESIUS et al., 2008) serotonina,
fosfodiesterase, 5°- nucleotidase, agentes
vasoconstritores (AUERBACH, 1991,
EVANS; DAVIES, 1996; WEISS;
WOLFENDEN, 2001) componentes
imunes, como lisozimas, imunoglobulinas,
proteinas do sistema complemento,
lectinas, proteina C-reativa, enzimas
proteoliticas e peptideos antimicrobianos
(ALEXANDER; INGRAM, 1992).

VENNILA et al. (2011) mostraram
que 0 muco das arraias marinhas Dasyatis
sephen e Himantura gerrardi possui
atividade  antimicrobiana  contra  as

bactérias  Salmonellatyphi,  Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus  aureus,
Escherichia coli e Vibrio cholerae, e
atividade antifangica contra os fungos
Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum,
Alternaria alternaria, Candida tropicalis,
Aspergillus niger e Penicillium sp. Outros
estudos também mostram que o0 muco da
arraia de &gua doce Potamotrygon cf.
henlei possui peptideos antimicrobianos
contra as bactérias Micrococcus luteus e
E.coli, e contra os fungos Candida
albicans e C. tropicalis (MONTEIRO-
DOS-SANTOS et al., 2011; CONCEICAO
et al., 2012). Estes estudos ressaltam a
importancia do muco das arraias na
imunidade  inata.  Peptideos, como
orpotrina e porflan, também foram isolados
do epitélio do ferrdo de Potamotrygon gr.
orbignyi (CONCEICAO et al., 2006;
CONCEICAO et al., 2009). Tais peptideos
foram capazes de induzir vasoconstri¢do e
inflamagao, respectivamente.

MAGALHAES et al. (2008)
isolaram e caracterizaram uma
hialuronidase do epitélio do ferrdo de P.
motoro do Rio Crixas-Acu, Goias. A
presenca de vArios componentes no muco,
juntamente com o0 veneno, poderia
aumentar a gravidade dos ferimentos
causados por arraias de agua doce. Além
disso, os estudos fornecem informacgoes
fundamentais para o diagnéstico clinico e o
desenvolvimento de novas terapias para o
tratamento de acidente por arraias.
(MONTEIRO-DOS-SANTOS et al,
2011).

6. Acidentes por arraias: mecanismos de
intoxicacdo e manifestacdes clinicas

As arraias de 4gua doce sdo animais
de habito bentbnico, costumando ficar
escondidas sob a areia, no fundo dos rios
(Figura 8). S&o criaturas doceis e ndo
costumam atacar os humanos (GARRONE
NETO; HADDAD JR., 2009). No entanto,
se sdo acidentalmente pisadas ou tém suas
nadadeiras tocadas, a arraia gira 0 corpo
em comportamento defensivo,



movimentando a cauda rapidamente e,
assim, introduzindo, o ferrdo na vitima,
causando um ferimento ou laceracdo
irregular, (MAGALHAES et al., 2006).

Figura 8. A —Marcas deixadas (“cama de arraia”)
na areia por uma arraia durante o forrageamento
noturno. B — Arraia Paratrygon aiereba focada com
uma lanterna durante a noite. Ao se enterrar na
areia, as arraias ficam camufladas, causando os
acidentes. Fotos: Wallice Duncan.

As regides anatdmicas mais
afetadas sdo os pés e os calcanhares, no
caso dos banhistas, e as maos, no caso dos
pescadores (BRISSET et al., 2006; LIM;
KUMARASINGHE, 2007), que se
acidentam ao manipular o animal (Figura
9). Os acidentes se caracterizam por sua
intensa acdo inflamatoria (ANTONIAZZI
et al., 2011). A vitima se queixa de dor
intensa, desproporcional ao tamanho da
leséo (PARDAL; GADELHA, 2010). Em
torno da ferida aparecem eritema e edema,
caracterizando a primeira fase do
envenenamento. Em seguida, surge uma
necrose central, causando, na area afetada,
flacidez do tecido e formacdo de uma

Ulcera profunda, que evolui lentamente,
comum neste tipo de envenenamento
(COOK et al., 2006; CLARK et al., 2007;
MAGALHAES et al., 2008). Os pacientes
também podem apresentar complicacGes
sisttmicas, como nauseas, VvOmitos,
salivacdo, sudorese, depressao respiratoria,
fasciculagdo  muscular e convulsdes
(HADDAD JR. etal., 2004; FORRESTER,
2005). LesbOes letais raramente ocorrem,
exceto em casos onde o ferrdo atinge
orgdos vitais (GARRONE NETO;
HADDAD JR., 2009). E muito provavel
que o delicado tegumento que envolve o
ferrdo seja dilacerado durante sua
penetracdo na pele da vitima, liberando,
assim, o veneno. Como um fator agravante,
o ferrdo pode quebrar e provocar a
retencdo de fragmentos de dentina na
ferida (HADDAD JR. et al., 2004).

Figura 9. Ferimento na mdo de um pescador
durante a manipulacdo de uma arraia. A dor
causada pelo veneno das arraias de agua doce
costuma ser desproporcional ao tamanho do
ferimento. Mesma uma pequena lesdo como esta
causa uma dor insuportavel. Foto: Wallice Duncan.

Além do veneno, o ferrdo causa
uma laceracdo que, frequentemente, leva a
infeccdo  secundéria,  frequentemente
causadas por Pseudomonas spp., e
Staphylococcus spp., (HADDAD JR.,
2008) e necrose (Figura 10), especialmente
em locais de clima quente e Umido, como a
floresta Amazonica, onde os acidentes com
arraias  sdo  relativamente  comuns,
principalmente com a populacéo ribeirinha
(PIERINI et al., 1996).



Figura 10. A — Lesdo com necrose e infeccdo
causada por ferroada de uma arraia de agua doce da
regido Amazonica. B — Les8o ap0s tratamento com
antibidticos, ainda néo cicatrizada. Vale ressaltar
que as lesBes causadas por arraias demoram a
cicatrizar. Fotos cedidas gentilmente por Daniela
Maia.

Recentemente, DOMINGOS et al.
(2011) isolaram Bactérias Gram-negativas
do muco de Potamotrygon motoro do Alto
Rio Parand, capazes de hemolisar
eritrocitos humanos e resistentes a, pelo
menos, um antibi6tico, o que poderia
influenciar na evolucdo da infeccdo
secundaria. Ao analisar as mudancas
histopatoldgicas induzidas pelo veneno de
P. falkneri, (ANTONIAZZI et al., 2011)
mostraram que, seis horas apos a injecao,
surgem infiltrados inflamatorios, focos de
necrose em celulas epidérmicas basais e,
que em 24 horas, ja é possivel observar
necrose da pele, do tecido subcutaneo e do
musculo esquelético. Este estudo mostra a
capacidade do veneno de uma arraia de
agua doce de induzir necrose em tdo pouco
tempo. A gravidade da lesdo também se da
pela acdo mecanica do ferrdo, que, além de
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introduzir o veneno, possibilita que
bactérias do muco e da dgua onde o animal
vive adentrem no ferimento, podendo
causar infeccdes secundarias
(DOMINGOS et al., 2011).

No Brasil, at¢ 0 momento, ndo ha
relatos de morte em consequéncia de
acidentes com arraias de agua doce. Mas,
na literatura internacional, existem relatos
de casos (envolvendo espécies marinhas)
com perfuragbes abdominais (CROSS,
1976), e morte, em decorréncia de
perfuracbes cardiacas (FENNER et al.,
1989; WEISS; WOLFENDEN, 2001),
perfuracGes toracicas e até mesmo tétano
(RATHJEN; HALSTEAD, 1969; MEYER,
1997). O caso de maior repercussao
mundial até hoje foi o acidente ocorrido
com o famoso apresentador e bidlogo
Steve Irwin, conhecido como “cacador de
crocodilos”, que morreu em consequéncia
de uma lesdo no térax causada por uma
arraia marinha durante o seu trabalho
(RODRIGUEZ et al., 2008).

Problemas adicionais para a
questdo dos ferimentos causados por
arraias de agua doce sdo 0s aquaristas,
responsaveis pela importacdo macica
dessas espécies para a Europa, Japdo e
Estados Unidos. A falta de informacdes
sobre 0s riscos de como manter estes
animais em um aquario pode resultar em
lesBes, as vezes com consequéncias graves
(SCHIERA et al., 2002). Ja existem relatos
de casos na Bélgica (VAN OFFEL,
STEVENS, 2000) e na Alemanha (MEBS,
1980).

HADDAD JR. (2003) comenta que
0s acidentes merecem maior atencdo das
autoridades, uma vez que a vitima fica
incapacitada e se afasta do trabalho por
semanas ou mesmo meses, além de poder
ficar com sequelas. Os acidentes também
sdo importantes pelo fato de nao existir um
tratamento  especifico e de muitos
profissionais de salde ndo receberem
treinamento adequado para cuidar das
vitimas (GARRONE NETO; HADDAD
JR., 2009).



7. Estudos com veneno de arraia

O primeiro estudo sobre as
propriedades bioquimicas e farmacoldgicas
de wveneno de arraia, realizado por
RUSSELL,; HARREVELD (1954),
demonstrou os efeitos cardiovasculares
causados pelo veneno da espécie marinha
Urobatis  helleri. RUSSELL  (1953)
mostrou a presenca de polipeptideos de
alto peso molecular, serotonina e a
atividade enzimatica da fosfodiesterase e
5’-nucleotidase no veneno. Ainda, em
relacdo as espécies marinhas, LALWANI
(1995) afirma que o veneno pode causar
espasmo das artérias coronarias, dor
torécica e alteragdes na atividade elétrica
do coracao.

BARBARO et al. (2007),
comparando os extratos de tecido e muco
da pele da arraia marinha Dasyatis guttata
e da arraia de agua doce Potamotrygon
falkneri, observou atividade
edematogénica, gelatinolitica, caseinolitica
e fibrinogenolitica para ambos os extratos,
porém, somente o extrato de P. falkneri
apresentou atividade da hialuronidase,
necrose, atividade miotoxica e letalidade,
além de ter maior nociceptividade que o
extrato de D. guttata. RODRIGUES (1972)
mostrou que o veneno de P. motoro (do
Rio Araguaia) possui um principio ativo
com atividade colinérgica em ileo de
cobaias e atividade hipotensora quando
administrado por via intravenosa, em
ratos.Em um  estudo  comparativo,
MAGALHAES et al. (2006) mostraram
que os extratos de muco dos ferrGes de
Potamotrygon scobina e P. orbignyi, foram
capazes de induzir dor, edema e necrose
em camundongos. MONTEIRO-DOS-
SANTOS et al. (2011) também mostraram
gue os extratos de muco de ferrdo e dorso
de Potamotrygon cf. henlei também foram
capazes de induzir dor e edema, além de
possuirem atividade proteolitica. Este
estudo também mostrou que ambos 0s
extratos induziram o influxo de infiltrados
inflamatorios quando testados em modelo
murino. HADDAD JR. et al. (2004)
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mostrou que o veneno de P. falkneri tem
atividade caseinolitica, gelatinolitica e da
hialuronidase.

Ainda existem poucos estudos
sobre as atividades bioldgicas dos venenos
de arraias de agua doce. A falta de dados é
principalmente devido a dificuldade de se
extrair 0 veneno, pois a captura destes
animais é perigosa e muito dificil. Além
disso, a quantidade de veneno que se
consegue extrair € minima, e 0 veneno €
termolabil, o que dificulta o seu transporte
e conservacdo (HADDAD JR. et al., 2004).

8. Epidemiologia

No Brasil, ainda existem poucos
estudos epidemioldgicos sobre os acidentes
causados por arraias de &gua doce
(GARRONE NETO; HADDAD JR,,
2009). Existem registros de acidentes nas
bacias dos rios Parana, Paraguai e
Araguaia (HADDAD JR., 2003), porém,
sdo mais comuns na  floresta
Amazonica(CHARVET-ALMEIDA et al.,
2002), onde constituem um importante
problema de salude publica, embora nédo
recebam a mesma atencao dispensada para
os casos de ofidismo e acidentes
envolvendo artropodes peconhentos (SA-
OLIVEIRA et al.,, 2011). PIERINI et al.
(1996) afirmam que, no Acre, Regido do
Jurud, os acidentes sdo frequentes entre
indios e seringueiros.

SA-OLIVEIRA et al. (2011) ao
investigar 22 vitimas de acidentes por
arraias em quatro comunidades da Area de
Protecdo Ambiental do Rio Curiag,
Macapa, Estado do Amapa, em 20009,
mostrou que a maioria das vitimas tinha
mais de 15 anos, era do sexo masculino e
foi atingida nos membros inferiores (86%).
Nenhuma das vitimas soube identificar as
especies de arraias que causaram 0S
acidentes. A maioria dos acidentes ocorreu
no periodo da tarde, durante o verdo. Os
principais sintomas clinicos relatados
foram dor intensa no local da leséo, febre,
cicatrizes e houve até mesmo um caso de
amputacao.



Outros estudos epidemioldgicos
sobre acidentes com arraias de agua doce
ocorridos no Para (PARDAL et al., 1992;
PARDAL et al., 1993) e nos rios Parand,
Paraguai, Araguaia e Tocantins
(HADDAD JR. et al, 2004) também
relatam caracteristicas semelhantes: a
maioria dos acidentes ocorreu a tarde, no
verdo, e a maioria das vitimas era de
adultos do sexo masculino que estavam
praticando atividades a beira da praia. As
vitimas reportaram dor intensa e o local da
ferroada apresentou, inicialmente, edema e
eritema, seguido de necrose isquémica.
Nos ultimos 20 anos, a ocorréncia de
espécies de arraias na regido do Alto Rio
Parana (divisa entre Mato Grosso do Sul,
Sdo Paulo e Parana) e na foz do Rio Tieté
(S&o Paulo), despertou o interesse de
médicos e pesquisadores (HADDAD JR.,
2005; GARRONE NETO; HADDAD JR.,
2007; GARRONE NETO et al., 2007),
pois estes locais ndo eram colonizados por
arraias antes e, atualmente, ja existem
registros de acidentes nestas regides.

9. Tratamento

Em relacdo ao tratamento destinado
as vitimas de acidente por arraias,
GARRONE NETO; HADDAD JR. (2009)
ponderam que, embora seja possivel obter
o0 controle do quadro com medidas clinicas,
a inativagdo das toxinas é a forma ideal de
neutralizar os sintomas dos acidentes. N&o
ha& um antiveneno especifico para o
tratamento das lesdes e a abordagem
terapéutica € baseada no uso de
analgésicos,  anti-inflamatoérios,  agua
morna para aliviar a dor intensa e uso de
antibidticos para  prevenir infeccéo
secundaria (HADDAD JR. et al., 2004;
BARBARO et al, 2007; GARRONE
NETO; HADDAD JR., 2010).

Nos  acidentes por  arraia,
recomenda-se  que, inicialmente, o
ferimento seja lavado em &gua corrente ou
solucdo salina, a fim de remover a maior
guantidade possivel de toxina. Em seguida,
pode-se imergir o membro ferido em agua
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morna (aproximadamente 45°C). Com isso,
espera-se que haja um alivio da dor entre
30 e 90 minutos, pois se acredita que a
toxina das arraias seja termolabil. Pode-se
utilizar lidocaina a 2% (sem adrenalina)
para a exploracdo cirargica do ferimento,
visando-se retirar restos de tecido e
possiveis fragmentos do ferrdo, visiveis em
exame de raios-X. A adrenalina ndo é
recomendada por causar vasoconstricdo
cutanea, o que prejudicaria a resposta do
organismo ao veneno e aumentaria ainda
mais o risco de necrose. Se necessério,
realiza-se uma sutura, deixando-se um
dreno no local da lesdo. Antibidticos de
amplo espectro sdo usados em casos de
pacientes com lesfes profundas e muito
necrosadas (por exemplo, 100 mg de
doxiciclina por dia ou 500 mg de
ciprofloxacina duas vezes ao dia, ou
conforme  determinado por  culturas
bacterianas do ferimento). E recomendado
também que a vitima receba imunizacdo
antitetanica. Pacientes com perfuracfes
abdominais ou toracicas devem receber
atendimento meédico imediatamente, pois
ha risco de morte nestes casos (FENNER
et al., 1989; WEISS; WOLFENDEN,
2001; SCHARF, 2002; PARDAL, 2009)

O fato de ndo haver terapia
especifica e eficaz para os acidentes com
arraias induz a populagdo ribeirinha da
Regido Amazbdnica a buscar terapias
alternativas para minimizacdo do quadro
clinico derivado do acidente, como uso de
urina, ervas, Oleos fitoterapicos (SA-
OLIVEIRA et al., 2011), sebo-de-holanda,
borra de café, e, nos casos mais bizarros,
diesel ou querosene. Estes tratamentos ndo
sdo recomendados, pois podem agravar o
quadro clinico.

10. Considerac0es finais

Acidentes  por arraias  sdo
geralmente subnotificados nos programas
de epidemiologia das Unidades Municipais
de Saude do pais como se esses animais
ndo fossem peconhentos. (SA-OLIVEIRA
et al., 2011). Como em outros lugares do



Brasil, os acidentes sdo temidos pela
populacdo, pois estdo  geralmente
associados a casos de incapacidade fisica
temporaria ou permanente. A
documentacdo detalhada desses acidentes é
rara, pois, na maioria das vezes, ocorrem
em lugares distantes e isolados, como na
floresta Amazonica, contribuindo para a
falta de conhecimento sobre o assunto
(HADDAD JR. et al., 2004).

Devido ao pequeno nUmero
reportado de casos, ndo existe uma
justificativa estatistica para a producdo de
um antiveneno especifico. Dai a
importancia dos estudos epidemioldgicos,
da notificacdo dos casos e da divulgacao de
medidas profilaticas e de programas
educativos junto as populacGes de risco
que possam prevenir e reduzir o nimero de
acidentes  por arraias no  Brasil
(GARRONE NETO; HADDAD JR,,
2009). Além disso, as autoridades de
Saude Publica devem adotar medidas que
estimulem a qualificacdo adequada aos
profissionais de salde para o atendimento
e tratamento de acidentados por arraias e
estudos que viabilizem a producdo de
imunobiolégicos que neutralizem  0s
venenos das arraias existentes no pais (SA-
OLIVEIRA et al., 2011).

Até o momento, existem poucos
dados publicados sobre os efeitos e as
propriedades bioldgicas dos venenos das
arraias da familia Potamotrygonidae
encontradas na Bacia Amazbnica, apesar
dos beneficios farmacéuticos que podem
ser gerados a partir da pesquisa com
venenos  dessas  espécies  (SMITH;
WHEELER, 2006).
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JUSTIFICATIVA

As arraias de agua doce sdo animais de habito bentdnico, costumando ficar escondidas
sob a areia, no fundo dos rios. S&o criaturas doceis e ndo costumam atacar 0os humanos
(GARRONE NETO; HADDAD JR., 2009). No entanto, se sdo acidentalmente pisadas ou tém
suas nadadeiras tocadas, a arraia gira o corpo em comportamento defensivo, movimentando a
cauda rapidamente e, assim, introduzindo, o ferrdo na vitima, causando um ferimento ou
lacerago irregular (MAGALHAES et al., 2006). Os ferrdes sdo estruturas afiadas, alongadas
e mineralizadas, derivados de denticulos dérmicos modificados (GARRONE NETO;
HADDAD JR., 2009), retroserrados bilateralmente e cobertos por uma bainha tegumentar
com um sulco glandular ventrolateral, contendo glandulas de veneno ao longo de cada borda
(HALSTEAD, 1988; DEHGHANI et al., 2009; MONTEIRO-DOS-SANTOS et al., 2011). As
regibes anatdbmicas mais afetadas sdo os pés e os calcanhares, no caso dos banhistas, e as
méos, no caso dos pescadores (BRISSET et al., 2006; LIM; KUMARASINGHE, 2007), que
se acidentam ao manipular o animal. Os acidentes se caracterizam por sua intensa agéo
inflamatoria (ANTONIAZZI et al., 2011). A vitima se queixa de dor intensa, desproporcional
ao tamanho da lesdo (PARDAL; GADELHA, 2010). Em torno da ferida aparecem eritema e
edema, caracterizando a primeira fase do envenenamento. Em seguida, surge uma necrose
central, causando, na area afetada, flacidez do tecido e formacédo de uma Ulcera profunda, que
evolui lentamente, comum neste tipo de envenenamento (COOK et al., 2006; CLARK et al.,
2007; MAGALHAES et al., 2008). Os pacientes também podem apresentar complicagdes
sistémicas, como nauseas, vomitos, salivacdo, sudorese, depressdo respiratoria, fasciculacao
muscular e convulsdes (HADDAD JR. et al., 2004; FORRESTER, 2005). E muito provavel
que o delicado tegumento que envolve o ferréo seja dilacerado durante sua penetracdo na pele
da vitima, liberando, assim, o veneno. O ferrdo também pode quebrar, provocando retengédo
de fragmentos de dentina na ferida (HADDAD JR. et al., 2004). LesGes letais raramente
ocorrem, exceto em casos onde o ferrdo atinge 6rgaos vitais (GARRONE NETO; HADDAD
JR., 2009).

Em adicdo ao veneno, as arraias produzem um muco espesso, que recobre todo o
corpo do animal. O muco, secretado por células mucosas localizadas na epiderme, é
considerado a primeira linha de defesa (ZHAO et al., 2008), e, como observado em espécies
marinhas, pode conter aminoacidos, peptideos, carboidratos, glicopeptideos, glicolipideos,
(KLESIUS et al., 2008) serotonina, fosfodiesterase, 5’- nucleotidase, agentes vasoconstritores
(AUERBACH, 1991; EVANS; DAVIES, 1996; WEISS; WOLFENDEN, 2001) componentes
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imunes, como lisozimas, imunoglobulinas, proteinas do sistema complemento, lectinas,
proteina C-reativa, enzimas proteoliticas e peptideos antimicrobianos (ALEXANDER,;
INGRAM, 1992).

Estudos mostram que o muco da arraia de agua doce Potamotrygon cf. henlei possui
peptideos antimicrobianos contra as bactérias Micrococcus luteus e Escherichia coli, e contra
os fungos Candida albicans e Candida tropicalis (MONTEIRO-DOS-SANTOS et al., 2011;
CONCEICAO et al., 2012). Tais pesquisas ressaltam a importancia do muco das arraias na
imunidade inata. Peptideos, como orpotrina e porflan, também foram isolados do epitélio do
ferrdo de Potamotrygon gr. orbignyi e foram capazes de induzir vasoconstricdo e inflamacéo,
respectivamente (CONCEICAO et al., 2006; CONCEICAO et al., 2009). MAGALHAES et
al. (2008), isolaram e caracterizaram uma hialuronidase do epitélio do ferrdo de
Potamotrygon motoro do Rio Crixas-Ac¢u, Goids. Os autores concluem que a presenca de
varios componentes no muco, juntamente com o veneno, poderia aumentar a gravidade dos
ferimentos causados por arraias de agua doce.

Ao analisar as mudancas histopatoldgicas induzidas pelo veneno de Potamotrygon
falkneri, ANTONIAZZI et al. (2011) mostraram que, seis horas apds a injecdo, surgem
infiltrados inflamatdrios, focos de necrose em células epidérmicas basais e, que em 24 horas,
ja é possivel observar necrose da pele, do tecido subcutaneo e do musculo esquelético. Este
estudo mostra a capacidade do veneno de uma arraia de agua doce de induzir necrose em tao
pouco tempo. Outros estudos também apontam a capacidade dos extratos dos ferrdes de
Potamotrygon scobina, P. orbignyi e Potamotrygon cf. henlei em induzir dor, edema e
necrose em camundongos (MAGALHAES et al., 2006; MONTEIRO-DOS-SANTOS et al,
2011).Atividade proteolitica ja foi detectada nos extratos dos ferrbes de P. falkneri e
Potamotrygon cf. henlei (HADDAD JR. et al., 2004; MONTEIRO-DOS-SANTOS et al,
2011).

A gravidade da lesdo também se da pela acdo mecénica do ferrdo, que, além de
introduzir o veneno, possibilita que bactérias do muco e da agua onde o animal vive adentrem
no ferimento, podendo gerar infecgcdes secundarias, causadas geralmente por bactérias como
Pseudomonas spp. e Staphylococcus spp., (HADDAD JR., 2008), especialmente em locais de
clima quente e Umido como a floresta Amazbdnica, onde 0s acidentes com arraias Sao
relativamente comuns entre a populagdo ribeirinha (PIERINI et al., 1996). Recentemente,
DOMINGOS et al. (2011) isolaram bactérias Gram-negativas do muco de P. motoro do Alto
Rio Parand, capazes de hemolisar eritrocitos humanos e resistentes a, pelo menos, um

antibidtico, o que poderia influenciar na evolucéo da infec¢do secundaria.
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Em um estudo histologico dos ferres das arraias de agua doce Potamotrygon
leopoldi, P.falkneri, P.orbignyi e das arraias marinhas Dasyatis guttata e Aetobatus narinari,
PEDROSO et al. (2007) mostraram que no ferrdo das espécies de dgua doce existe um maior
namero de células secretoras de proteina, de dois tipos diferentes, distribuidos por toda a
epiderme, enquanto nas espécies marinhas, estas células secretoras estdo apenas ao redor ou
dentro dos sulcos ventrolaterais do ferrdo. Segundo os autores, estas diferencas poderiam
influenciar nos envenenamentos por arraias de agua doce, que sdo, geralmente, mais graves e
apresentam maior porcentagem de necrose que os acidentes causados por arraias marinhas.
BARBARO et al. (2007) compararam os extratos de tecido do ferrdo das arraias D. guttata e
P. falkneri, e constataram que ambos os extratos induziram edema e apresentaram atividades
proteoliticas, mas, somente o extrato de P. falkneri apresentou miotoxicidade, letalidade,
hialuronidase, além de induzir necrose e ter maior nociceptividade que o extrato de D. guttata.

Em relacdo aos acidentes causados por arraias de agua doce, ndo ha antiveneno
especifico para o tratamento das lesbes e a abordagem terapéutica é baseada no uso de
analgésicos, anti-inflamatérios, &gua morna para aliviar a dor intensa e uso de antibi6ticos
para prevenir infeccdo secundaria (GARRONE NETO; HADDAD JR., 2009). Os acidentes
merecem maior atencao das autoridades, uma vez que a vitima fica incapacitada e se afasta do
trabalho por semanas ou meses, além de poder ficar com sequelas (HADDAD JR., 2003).

Além disso, até o0 momento, existem poucos dados publicados sobre os efeitos e as
propriedades bioldgicas dos venenos das arraias da familia Potamotrygonidae encontradas na
Bacia Amazodnica. Sera que existem diferencas entre a composicao quimica dos venenos das
arraias de agua doce da nossa regido? Serd que uma espécie pode possuir um veneno mais
potente que a outra? Para tentar responder a estas perguntas, foram analisados os perfis
proteicos, as atividades enzimaticas e a miotoxicidade induzidos pelos venenos das arraias

amazonicas Plesiotrygon iwamae e Potamotrygon motoro.
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OBJETIVOS

Geral:

Analisar os perfis proteicos, as atividades enzimaticas e a miotoxicidade induzidas
pelos extratos obtidos dos ferrbes e dos dorsos das arraias Plesiotrygon iwamae e

Potamotrygon motoro (Chondricthyes — Potamotrygonidae) da Bacia Amazonica.

Especificos:

e Analisar o perfil eletroforético das proteinas presentes nos venenos pelo método de
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sddio (SDS-
PAGE);

e Detectar a presenca de enzimas com atividade gelatinolitica pelo método de
zimografia;

e Quantificar e avaliar a atividade fosfolipasica indireta induzida pelos venenos P.
iwamae e P motoro;

e Verificar se 0s venenos das arraias P. iwamae e P. motoro induzem miotoxicidade
local e sistémica em camundongos BALBI/c, pela analise histopatoldgica dos musculos
gastrocnémios.

e Utilizar o método estereoldgico para quantificar a porcentagem de dano muscular

causado pelos venenos em camundongos BALB/c.
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METODOLOGIA

Obtencéo e preparo dos venenos

Espécimes de Plesiotrygon iwamae (n=4) e Potamotrygon motoro (n=1) foram
capturados no Lago do Janauacd, municipio de Manaquiri, a cerca de 60 km a sudoeste da
cidade de Manaus, na margem direita do Rio Solimdes (S03°51°/W55°59°). O ferréo e do
dorso das arraias foram raspados com auxilio de bisturi e o0 material coletado foi armazenado
em nitrogénio liquido durante o transporte até Manaus, para o Laboratério de Imunologia,
localizado na Universidade Federal do Amazonas. As amostras foram misturadas a tampao
fosfato-salina p.H. 7.4, (8g de cloreto de s6dio, 0,2g de cloreto de potassio, 1,49 de fosfato de
sodio dibésico, 0,24g de fosfato de potassio monobasico e 100ml de &gua destilada), na
proporcado de 1:1 e centrifugadas a 6000 rpm, durante 15 minutos. O sobrenadante foi filtrado
em filtro Millipore® 0,45 pum, e, em seguida, estocado em freezer -20°C até o uso. A
concentracdo de proteinas presentes nas amostras foi determinada pelo método de
BRADFORD (1976), usando BSA (albumina de soro bovino) como padréo.

Eletroforese em gel de poliacrilamidana presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE)

A andlise das proteinas presentes nos extratos de muco e tecido do dorso e do ferrdo
das arraias foi feita pelo método de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de
dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE), conforme protocolo adaptado de LAEMMLI (1970),
com o gel de corrida na concentracdo de 15% (4,17 ml de acrilamida 36%, 3 ml de Tris-HCI
pH 8.8, 30 ul de Temed, 300 ul de perssulfato de amonio e 2,5 ml de &gua destilada) e o gel
do pente a 5% (1,04 ml de acrilamida 36%, 940 ul de Tris-HCI pH 8.8, 15 ul de Temed, 150
ul de perssulfato de aménio e 5,36 ml de agua destilada). Foram usados 30 pg de proteina, na
proporcao de 1:1 (v/v) com tampdo de amostra sob condi¢fes ndo-redutoras e redutoras (na
presenca de 2-mercaptoetanol). Como marcadores de peso molecular foram usados miosina
(192 kDa), B-galactosidase (102,1 kDa), albumina de soro bovino (58, 1kDa), ovalbumina (41
kDa), anidrase carbbnica (27,9 kDa), inibidor tripsina de soja (20,4 kDa), lisozima (15,1 kDa)
e aprotinina (6,4 kDa) (BioRad®Prestained SDS-PAGE Standards, Broad Range, USA,
Catalog 161-0318), na quantidade de 15 pl. A corrida foi feita com 100V, por,

aproximadamente, duas horas. Para a visualizacdo das bandas proteicas, os géis foram
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corados, apos a corrida, durante 3 horas, com solucdo contendo 450 ml de alcool etilico P.A,
450 ml de agua destilada, 100 ml de &cido acético glacial P.A e Coomassie-Blue R-250
(BioRad®). Para descoloracdo do gel, foi usada a mesma solugdo anterior, porém, sem o
Coomassie-Blue R-250 (Solugéo descorante).

Zimografia

O método de Zimografia foi utilizado para verificar a presenca de enzimas
proteoliticas nos extratos de muco do ferrdo e do dorso das arraias, conforme MONTEIRO-
DOS-SANTOS et al. (2011). Para isso, o SDS-PAGE foi preparado nas mesmas condicdes
descritas anteriormente, porém, com gelatina a 2mg/ml incorporada ao gel. Ao final da
corrida, os géis foram lavados com tampao contendo Tris-HCI 50 mM, cloreto de célcioSmM,
e Triton X-100 2,5%, durante 30 minutos. Apos a lavagem, o géis foram colocados em
tampdo de incubacdo (Tris-HCI 50 mM, cloreto de calcio 5mM, Triton X-100 2,5% e azida
sddica 0,02%) a 37°C, durante 16 horas. Em seguida, o gel foi corado por 120 minutos com a
mesma solucdo corante descrita anteriormente (com Coomassie-Blue) e levemente descorado,
por 30 minutos. O surgimento de bandas sem coloracdo nos géis indicou a presenca de

atividade gelatinolitica.

Atividade Fosfolipasica

A atividade fosfolipasica foi mensurada pela atividade hemolitica indireta em gel de
agarose, protocolo de GUTIERREZ et al. (1988).Uma solucio de agarose a 1% (1,5g diluidos
em 150 ml de salina) foi preparada, a 100° C, para a total dissolucdo da agarose. A solucéo,
foram adicionados os demais reagentes, de acordo com a temperatura ideal: 1,5 ml de cloreto
de célcio 0,01M (entre 70 e 75° C); 30 ul de azida sddica 0,005% e 1,8 ml de gema de ovo,
diluida na proporcéo de 1:3 em salina (entre 55 e 60° C); e 1,8 ml de eritrécitos (entre 45 e 50°
C), lavados anteriormente trés vezes com salina, por cinco minutos, a 4000 rpm. Apés o
preparo, a solucdo foi distribuida uniformemente em placas de Petri esterilizadas
(aproximadamente 27 ml por placa), de modo a ndo formar bolhas. Quando a solucdo
polimerizou, adquirindo uma consisténcia gelatinosa, foram feitos furos de 3 mm de
diametro/2mm de profundidade, nos quais foram aplicadas aliquotas de 15 pL (70 pg de
proteina) e 30 pl (140 pg de proteina) dos extratos do dorso e do ferrdo da arraia Plesiotrygon

iwamae (exemplar n® 3). Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C, por 24 e 48 horas. A
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medida dos halos hemoliticos foi feita com o auxilio de um paquimetro. As amostras foram
analisadas em triplicata. Como controle positivo, foi usado veneno da jararaca Amazonica,

Bothrops atrox (10 ug) e, para o controle negativo, salina estéril.

Animais do experimento

Para a andlise histopatologica dos efeitos dos extratos de muco de dorso e ferrdo das
arraias, foram usados 21 camundongos BALB/c, fémeas, pesando entre 18 a 22 g,
provenientes do Biotério do Instituto Lednidas e Maria Deane (Fiocruz/Manaus), alojados
com livre acesso a agua e alimento, com temperatura controlada em 25° C. O presente
trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da
UFAM (n°® 070/2012) e os procedimentos envolvendo os camundongos foram feitos conforme
a legislacdo nacional e principios éticos da Sociedade Brasileira de Ciéncias de Animais de
Laboratorios (SBCAL) e nas resolucbes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA).

Inducgdo da atividade miotdxica local e sistémica

Foram injetados 400 pg de proteina [(dose minima capaz de induzir reacdo
inflamatoria intensa e necrose, conforme BARBARO et al. (2007)] dos extratos de dorso e
ferrdo das arraias P. iwamae e P. motoro no musculo gastrocnémio direito dos camundongos,
que foram sacrificados ap6s 24 horas de experimento, por deslocamento cervical. Os
musculos gastrocnémios direito e esquerdo de todos os camundongos foram cuidadosamente
retirados e fixados em formol tamponado 10% (100 ml de formaldeido 37 a 40%, 900 ml de
agua destilada, 4 g de fostato de sddio monobaésico e 6,5 g fostato de sédio dibasico) por 5

dias, a temperatura ambiente. Os camundongos do grupo controle receberam salina estéril.

Analise histopatoldgica

Apos o periodo de fixacdo, o material foi colocado em &lcool 70%, até ser
processado, conforme as etapas histoldgicas descritas na Tabela 1. As laminas foram coradas
com H.E (hematoxilina e eosina) e PTAH (hematoxilina acida fosfotungstica de Mallory),
para auxiliar na observacédo dos danos teciduais causados pelos extratos. Para a coloracdo de

PTAH, cortes histologicos 5 pum foram oxidados com solucdo aquosa de permanganato de
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potassio a 0,25%, durante 5 minutos e lavados, em seguida, com agua destilada, para,depois,
serem enxaguados em solucdo aquosa de &cido oxalico a 5%, com o objetivo de retirar a
coloracdo dada ao tecido pelo permanganato de potassio.ApOs este processo, 0S cortes
histolégicos foram deixados em hematoxilina &cida fosfotungstica (1g de hematoxilina, 20 g
de é&cido fosfotingstico e 1000 ml de &gua destilada, ¢.s.p.) durante toda a noite, a
temperatura ambiente, para, no dia seguinte, serem desidratados conforme a 3% etapa da
Tabela 1. O processo de desidratacdo e montagem da lamina deve ser feito cuidadosamente,
pois a agua destilada e o alcool podem descorar o tecido. Todos os procedimentos adotados
para o processamento histologico do material foram adaptados de KIERNAN (2008).

Imunohistoquimica

Para evidenciar a presenca de macrofagos, foi feita imunohistoquimica para
marcar CD68. As se¢des histoldgicas foram desparafinizadas e lavadas em PBS — Tween 20
(0.21M PBS, 0.5% Tween 20, pH 7.4), duas vezes, por dois minutos. Para a recuperacdo do
antigeno, Epitope Retrieval Steamer Set (IHC-Tek™, USA) foi usado. Para reduzir a
coloracdo inespecifica de fundo, foi usado PBS (NaCl 137 mM; KCI 2,68 mM; Na2HPO4 8,1
mM, KH2PO4 1,76 mM, pH 7,4) contendo 5% de soro de cabra e perdxido de hidrogénio a
3%, em PBS, por 10 minutos, para o blogueio da atividade da peroxidase enddgena.
Anticorpo primario monoclonal de rato anticamundongo CD68 (MCA1957; Serotec, USA)
foi usado numa diluicdo de 1:100 e incubado com as se¢des histol6gicas, por uma hora, a
temperatura ambiente. Para a deteccdo imunohistoquimica, as sec¢des foram incubadas com
anticorpo secundario de cabra antirrato conjugado com HRP (Bio-Rad, USA), por 30
minutos, a temperatura ambiente. Ao final, as se¢fes foram incubadas com DAB Peroxidase
Substrate Kit (IHC-TekTM, USA), lavadas em PBS — Tween 20, trés vezes, por dois minutos

e coradas com hematoxilina para auxiliar na visualizagéo do tecido.
Densidade de volume (volume relativo, Vv) — Esterelogia

A densidade de volume (%) dos componentes no tecido muscular foi obtida pelo
sistema de contagem de pontos de HOWARD; REED (2010). Para tal, em uma primeira
etapa, cada secdo foi visualizada em sua totalidade e fotografada em baixo aumento (Leica
EZAD Estereomicroscépio Digital System, 8x). Em seguida, um sistema teste de contagem

contendo linhas horizontais e verticais (quadrantes) foi sobreposto as imagens individuais
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para a selecdo do campo de vista a ser analisado posteriormente (Figura 11). O programa de
analise de 1imagens ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health;
http://rsb.info.nih.gov/ij/) foi utilizado nesta etapa por meio da técnica de amostragem
sistematica uniforme ao acaso, SURS (systematic uniforme random sampling), para a seleco
dos campos de vista. Brevemente, o numero total de quadrantes contendo tecido muscular foi
contado e em seguida esse valor foi divido pelo nimero de campos de vista a ser analisado
nessa secdo histologica. No presente estudo, de 10 a 12 campos/se¢do foram selecionados
para analise. Essa abordagem permite a selecdo de campos de vista de forma aleatéria, evita a
interferéncia do observador, € eficiente e minimiza o viés nos resultados (GUNDERSEN;
@STERBY, 1981). Os campos amostrados foram fotografados em maior aumento (objetiva
PLAN 20x/0,4; ocular GSWH 10x/22) para posterior analise por meio de um fotomicroscépio
Olympus BX-41. Na etapa seguinte, cada imagem (10 a 12 por se¢éo) foi quantificada quanto
a porcentagem de: musculo sem dano (Vvms), mionecrose (Vvmmio), regenera¢do muscular
(Vvmrec), perda daestriacdo (Vvmestria), infiltrados leucocitarios (Vvmleuc) e vasos
sanguineos (Vvmv). O programa de andlise de imagens (modulo estereologia) IMOD 4.5
(KREMER et al., 1996) foi utilizado nesta etapa. Para tal, um sistema teste de contagem
contendo pontos foi sobreposto a cada imagem para permitir a quantificacdo das estruturas
citadas anteriormente (Figura 12). A porcentagem de volume ocupado por cada componente

em relacdo ao espaco de referéncia (tecido muscular) foi calculado como:

m
Pcomp
Vv (componente, espaco de referéncia) = =-———
i=1

ZP ref

Vv ¢é a densidade de volume (volume fracional ou densidade relativa) de determinado
componente (Vvms, Vvmrabdo, Vvmrec, Vvmestria e Vvmleuc e Vvmv), Pcomp é a
somatoria de pontos que tocam determinado componente (musculo saudavel, rabdomidlise,
regeneracdo pds-dano, perda de estriacdo, infiltrados leucocitarios e vasos sanguineos), e Pref
€ a somatoria de pontos que tocam o espaco de referéncia (tecido muscular).
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Analises estatisticas

Para as andlises dos dados, foram usados o programa estatistico SIGMASTAT 3.5e 0
programa grafico SIGMAPLOT 11.0 (Systat Software Inc. Alemanha). Para testar a variancia
resultante da aplicacdo da contagem de pontos sobre as sec¢des foi calculado o CE (coeficiente
de erro) sobre dados morfometricos brutos de acordo com HOWARD; REED (2010).

Onde: CE indica o coeficiente de erro para a determinacdo da densidade de volume; k
representa 0 niumero de imagens analisadas e u e v sdo as somatorias de pontos sobre cada
campo de vista. Um CE < 10% foi considerado satisfatorio (preciso). Todos os valores foram
apresentados como média + desvio padrdo da meédia. As comparacdes entre o grupo controle
(salina) e os grupos injetados com os extratos foram analisadas por meio de ANOVA (analise
de variancia one-way), seguida do teste de maultiplas comparacdes de Dunnett. Para a
comparacdo entre as variaveis dependentes (musculo gastrocnémio esquerdo e direito), foi
aplicado um teste t pareado. Em todos os calculos, um valor de p < 0,05 foi considerado

significativo.
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Tabela 1. Rotina histologica adotada para o processamento do musculo gastrocnémio dos camundongos

BALB/c:
Etapa Processo Tempo
Alcool 80 % 45 minutos
Alcool 90 % 45 minutos
12 etapa: Alcool 96% 45 minutos
Desidratagio do | Alcool 100% (duas vezes) Uma hora
tecido Xilol (duas vezes) 45 minutos
Inclusdo em parafina (92g) com cera de abelha (8g) — 60°C, | 45 minutos
duas vezes
Obtencédo do corte histolégico com o microtomo (espessura
de 5 um)
Xilol (duas vezes) 5 minutos
Alcool 100% (duas vezes) 3 minutos
2% etapa: Alcool 96% 3 minutos
Coloracéo Alcool 80% 3 minutos
(re-hidratacdo | Alcool 70% 3 minutos
do tecido) Alcool 60% 3 minutos
Agua destilada 3 minutos
Coloracéo dos cortes com H. E. e PTAH
Agua destilada 1 minuto
3? etapa: Alcool 60% 1 minuto
Coloragdo | Alcool 70% 1 minuto
(nova Alcool 80% 1 minuto
desidratacdo | Alcool 96% 1 minuto
do tecido) Alcool 100% (duas vezes) 3 minutos
Xilol (duas vezes) 5 minutos

Montagem da lamina + laminula (fixagdo com Entellan®)




32

‘l

o
gl |
e - 1

b
y

Figura 11. Sistema teste contendo linhas sobrepostas a seg¢do de musculo (aumento ~ 8x). A area de cada
quadrante é equivalente a 800.000 pm?. No exemplo, 74 campos foram reconhecidos na segio e 12 campos
foram selecionados (74/12 = 6). Um nimero ao acaso foi escolhido entre 1-6 9, nesse caso 3 (equivalente ao
campo 1). Os demais seguiram em sequéncia a esse campo em intervalos de 6 em 6 campos. Observe que a
contagem dos campos comega a partir do quadrante superior esquerdo da secdo (seta) e continua no sentido

esquerda-direita e direita-esquerda a cada linha (setas curvas).

Figura 12. Sistema teste de contagem de pontos sobreposto a imagem do tecido muscular. Cada sistema teste foi

composto por 320 pontos no total (aumento 400x).
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RESULTADOS- Parte | — Dados néo inclusos na publicacéo

Perfis eletroforéticos e zimografia

As Figuras 13 e 14 expressam os perfis eletroforéticos obtidos dos extratos obtidos do
dorso e do ferrdo das arraias Potamotrygon motoro e Plesiotrygon iwamae, respectivamente.
Os perfis eletroforéticos obtidos a partir dos extratos de muco de dorso e ferrdo da espécie P.
motoro apresentaram diferencas (Figura 13). Enquanto que o extrato do dorso apresentou uma
banda forte difusa com cerca de 40 kDa e componentes proteoliticos entre 58 e 41 kDa e outro
com 6 kDa, o extrato do ferrdo apresentou uma banda difusa de 10 kDa, varias bandas entre
58 e 27 kDa e componentes proteoliticos acima de 58 kDa.

Quanto a espécie P. iwamae, os exemplares n® 1 e 2 apresentaram perfil eletroforético
semelhantes entre si, mas diferente dos demais exemplares, com cerca de 6 bandas sob
condic¢des ndo-redutoras (uma com 50 kDa) e 10 bandas sob condic¢des redutoras (varias entre
41 e 55 kDa). Porém, as bandas do exemplar n° 2 surgiram com menor intensidade no gel. O
exemplar n® 3 apresentou perfis eletroforéticos semelhantes entre os mucos do dorso e do
ferrdo, com cerca de 6 bandas nas condi¢cdes ndo-redutoras e 8 bandas nas condi¢cbes
redutoras. Uma banda com aproximadamente 175 kDa apareceu nos mucos do dorso e do
ferrdo deste exemplar, sob as duas condigGes. O exemplar n® 4 apresentou cerca de 5 bandas
sob condigdes redutoras e ndo- redutoras, com uma acima de 192 kDa (sem redugdo) e uma
com cerca de 160 kDa (com reducéo). Uma banda de 40 kDa surgiu nos exemplares n° 1 e 2,
sob condices redutoras e nos exemplares n°3 e 4, nas duas condigBes. Todas as amostras
apresentaram uma banda intensa e difusa de 15 kDa e bandas inferiores a 6 kDa, sob reducao
e ndo-reducéo (Figura 14).

Na zimografia, para verificar a atividade proteolitica usando gelatina como substrato,
0 muco do dorso de P. motoro apresentou duas bandas proteoliticas, uma com massa
molecular de 10 kDa e uma banda fraca e difusa entre 41 e 58 kDa. Esta banda difusa também
foi observada no muco do ferrdo, além de outra de massa molecular de aproximadamente 180
kDa. P. iwamae apresentou duas bandas proteoliticas, uma de 6e a outra de 40 kDa, tanto para
0 extrato de muco do dorso quanto para o ferrdo (Figura 13).

As duas espécies estudadas, quando comparadas, apresentaram perfis eletroforéticos e
bandas proteoliticas diferentes tanto nos extratos dos ferrées quanto nos dos dorsos (Figuras
13 e 14). As diferencas entre os perfis eletroforéticos dos extratos de muco do dorso dos

quatro exemplares da espécie P. iwamae, indica uma variacdo intrapopulacional.
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No caso da arraia P. motoro, as proteinas expressas no corpo do animal ndo foram,
necessariamente, as mesmas expressas pelo tecido do ferrdo, como visto em MONTEIRO-
DOS-SANTOS et al. (2011).

A P. motoro P. motoro B P. motoro P. iwamae
192kDa 192kDa 192kDa - 192kDa
102kDa 12; l‘kgz 102kDa
58 kDa b

102kDa
& 58 kDa P
41kDa S 41kDa | ;
I F Lol 41 kDa
e ‘ .
27k 3 >
- 27kDa | e
&3 27KDa Sexba
20 kDa 20 kDa e
- 20kDa 41kDa
15kDa 15kDa | ‘ 5 27kDa
i 15kDa
20 kDa
- - & 15kDa
" A 6 kDa
6 kDa 6kDa e akla -
F/A F/B D/A D/B Dorso Ferrio Dorso Ferriao

Figura 13. A — Perfis eletroforéticos dos mucos do dorso e do ferrdo da arraia Potamotrygon motoro. B —
Zimografia, confirmando a atividade proteolitica, com gelatina como substrato, dos extratos de muco do ferrdo e
do dorso das arraias P. motoro e Plesiotrygon iwamae. As bandas sem coloracdo no gel de zimografia indicam a
atividade gelatinolitica dos venenos. F/SR= ferrdo sem-reducdo. F/C = ferrdo com reducdo. D/SR = dorso sem

reducdo. D/CR = dorso com reducéo.
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Figura 14. Perfis eletroforéticos dos mucos do dorso e do ferrdo de exemplares de Plesiotrygon iwamae. D/SR =
dorso sem reducéo. D/CR = dorso com reducdo. F/SR= ferrdo sem-redugdo. F/C = ferrdo com reducéo. A linha

clara indica a banda de 15 kDa presente em todas as amostras.

Atividade fosfolipasica

Para a andlise da atividade fosfolipasica foram usados somente os extratos de dorso e
ferrdo da arraia P. iwamae (exemplar n® 3). Somente as dosagens de 30 pl (contendo 140 pg
de proteina) de extrato de muco do dorso e do ferrdo foram capazes de induzir hemdlise
indireta nos devidos intervalos de tempo de 24 e 48 horas. N&o houve diferenca significativa
quando comparados os halos formados pelos extratos de dorso e ferrdo. Porém, os halos
formados pela hemdlise dos eritrocitos tanto para o dorso quanto para o ferrdo tiveram um
aumento significativo do intervalo de 24 para 48 horas. Os halos formados pelos extratos de
muco foram significativamente menores em relacdo ao controle positivo e todas as amostras
foram diferentes em relacdo ao controle negativo (p < 0,05). A dosagem minima fosfolipasica
deve formar um halo 10 mm como proposto por (GUTIERREZ et al., 1988). Neste estudo, a
dosagem de 140 pg néo foi capaz de formar um halo neste valor.
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Figura 15. Atividade fosfolipasica induzida pelo veneno de Bothrops atrox e pelos extratos de muco do dorso e

do ferrédo da arraia Plesiotrygon iwamae. A — Pocos aplicados com controle negativo (salina estéril), 70 e 140 ug
de muco do ferrdo e do dorso (diluidos em 15 e 30 ul de salina, respectivamente). B — Veneno de B. atrox,
aplicado nos pocgos, nas concentragdes de 2,5, 5, 10 e 15 pg. Observe que os halos de hemdlise formados pelo
veneno de B. atrox sdo bem maiores e estdo em concentragfes menores, quando comparados aos extratos de

muco do dorso e do ferrdo P. iwamae.
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Figura 16. Grafico da atividade fosfolipasica mensurada dos extratos de muco do dorso e do ferrdo da arraia
Plesiotrygon iwamae. Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. o indica diferenga significativa
guando o mesmo veneno fora testado nos intervalos de tempo de 24 e 48 horas, p < 0,05. * indica diferenca
significativa em relacéo ao controle, p < 0,05.
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DISCUSSAO

As arraias possuem de um a trés ferrdes na base da cauda que, quando usada na defesa
do animal, funciona como um chicote, causando uma lesédo severa (THORSON et al., 1988;
BARBARO et al., 2007; DEHGHANI et al., 2009). Os ferrbes sdo estruturas afiadas,
alongadas e mineralizadas, derivados de denticulos dérmicos modificados (GARRONE
NETO; HADDAD JR., 2009), retroserrados bilateralmente e cobertos por uma bainha
tegumentar com um sulco glandular ventrolateral, contendo glandulas de veneno ao longo de
cada borda (HALSTEAD, 1988; DEHGHANI et al., 2009; MONTEIRO-DOS-SANTOS et
al., 2011).

Em adicdo ao veneno, as arraias produzem um muco espesso, que recobre todo o
corpo do animal. O muco, secretado por células mucosas localizadas na epiderme, é
considerado a primeira linha de defesa (ZHAO et al., 2008), e, como observado em diversas
espécies de peixes, pode conter aminoacidos, peptideos, carboidratos, glicopeptideos,
glicolipideos, (KLESIUS et al., 2008) serotonina, fosfodiesterase, 5’- nucleotidase, agentes
vasoconstritores (AUERBACH, 1991; EVANS; DAVIES, 1996; WEISS; WOLFENDEN,
2001) componentes imunes, como lisozimas, imunoglobulinas, proteinas do sistema
complemento, lectinas, proteina C-reativa, enzimas proteoliticas e peptideos antimicrobianos
(ALEXANDER; INGRAM, 1992). De fato, as arraias de agua doce ndo possuem glandulas de
veneno individualizadas (BARBARO et al., 2007). E, ainda nédo existem estudos mostrando
que as arraias possuem um ‘“veneno” propriamente dito. Mas ja existem estudos onde foram
isolados compostos do muco das arraias de agua doce. Peptideos, como orpotrina e
porflan,foram isolados do epitélio do ferrdo de Potamotrygon. gr. orbignyi (CONCEICAO et
al., 2006; CONCEICAO et al., 2009). Tais peptideos foram capazes de induzir vasoconstricdo
e inflamacAo, respectivamente. MAGALHAES et al. (2008), isolaram e caracterizaram uma
hialuronidase do epitélio do ferrdo de Potamotrygon motoro do Rio Crixas-Acu, Goias.

Neste estudo, foi mostrado que o muco das arraias P. motoro e Plesiotrygon iwamae
contém uma série de componentes, com massas moleculares diferentes, como observados no
SDS-PAGE.

A reacdo inflamatoria intensa observada em acidentes com arraias em humanos sugere
possiveis distdrbios na matriz extracelular, causados pelo veneno (HADDAD JR. et al.,
2004). Por anélise de zimografia, foi mostrado que os extratos de muco do ferrdo das arraias
de agua doce Potamotrygon falkneri e Potamotrygon cf. henlei possuem enzimas que podem

degradar gelatina, caseina, fibrinogénio e acido hialurénico (HADDAD JR. et al., 2004;
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BARBARO et al., 2007; MONTEIRO-DOS-SANTOS et al., 2011). Neste, ambos 0s extratos
de muco do ferrdo das arraias P. motoro e P. iwamae apresentaram componentes capazes de
degradar gelatina, sugerindo que as proteases presentes nos extratos, podem, de fato,
contribuir para a destruicdo da matriz extracelular, favorecendo, assim, a leséo local causada
pelo veneno. Porém, € necessario que se facam outras analises de zimografia, desta vez,
utilizando-se caseina, fibrinogénio e &cido hialurénico como substratos. Os resultados
mostram, ainda, que o muco do dorso das arraias também possui componentes proteoliticos,
demonstrando, mais uma vez, a importancia do muco na imunidade inata das arraias.

Em relacdo a atividade fosfolipasica, foi mostrado que os extratos de muco e dorso da
arraia P. iwamae induziram hemdlise indireta quando colocados em agarose 1%, com gema
de ovo e eritrdcitos como substrato. As fosfolipases A, clivam a lecitina, presente na gema do
ovo, tornando-a emlisolecitina, que atua sobre a membrana dos eritrdcitos, lisando-os e,
consequentemente, formando um halo de coloracdo clara em torno do ponto de aplicacdo da
amostra. Apesar da dose de 140 pg de proteina (das aliquotas de 30 ul de muco) ter
apresentado fraca hemolise indireta e ndo atingir os 10 mm de didmetro do halo propostos por
GUTIERREZ et al. (1988), a dose de 400 pg de proteina (=~ 2,8x mais concentrada — usada
para o estudo histopatologico do dano causado pelo veneno), induziu a uma rabdomiolise
sistémica nos camundongos BALB/c. Tal miotoxicidade talvez tenha sido causada ou pela
maior quantidade de fosfolipases A, presentes nesta dose ou por outros componentes do
veneno, incluindo miotoxinas ainda desconhecidas. Talvez, se a dosagem usada fosse superior
a 140 ug, os halos teriam atingido os 10 mm de diametro. O veneno da serpente Bothrops
atrox formou halo superior a 10 mm, com uma dosagem de apenas 10 pg (14x menos
concentrada), mostrando que, 0 veneno das arraias, em comparagdo com 0s de serpentes,
possui atividade fosfolipdsica bem menos intensa. De fato, BARBARO et al. (2007)
mostraram que o veneno de Crotalus durissus terrificus tem, em 6 pg, 50x mais atividade
fosfolipasica quando comparado aos 120 pg de proteina do muco do ferrdo de Potamotrygon
falkneri.

Pescadores da regido de Barcelos, Amazonas, ja relataram que, durante a manipulagao
das arraias, permitiram, acidentalmente, que um ferimento recente qualquer entrasse em
contato com 0 muco dos animais, e que apresentaram dor e edema no local do ferimento
(dados ndo publicados de Wallice Duncan). O mecanismo de inducdo de dor, edema e
necrose, nos acidentes com arraias, ainda € incerto, mas, certamente o muco contribui para o
dano tecidual (MAGALHAES et al., 2006). Além disso, a gravidade da lesdo também ¢é

devida a acdo mecénica do ferrdo, que, aléem de introduzir o veneno, possibilita que bactérias
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presentes no muco e na agua onde o animal vive adentrem o ferimento, podendo causar
infeccdes secundarias(DOMINGOS et al., 2011).

Em conclusdo, nos acreditamos que a presenca de componentes proteoliticos capazes
de degradar a matriz extracelular e de fosfolipases nos mucos/venenos das arraias de agua

doce pode contribuir para a necrose local caracteristica aos acidentes.
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Resumo

Apesar da subnotificacdo na regido Norte do Brasil, acidentes por arraias de agua doce sdo
caracterizados por dor intensa e alteracGes patologicas no local da leséo, que incluem edema,
eritema e, na maioria dos casos, necrose. Neste estudo, foi analisada a atividade miotdxica
sistémica induzida pelos extratos de muco da regido dorsal e do ferrdo das arraias
Plesiotrygon iwamae e Potamotrygon motoro. Vinte e quatro horas ap6s a injecdo da dose de
400 pg dos extratos, nos masculos gastrocnémios de camundongos, foi observado: necrose
coagulativa do tecido muscular, regeneracdo das fibras musculares e presenca de infiltrados
inflamatdrios, incluindo neutréfilos, macrofagos, e um numero reduzido de eosindfilos e
linfécitos. Tais danos também foram observados, em menor porcentagem, nos musculos
gastrocnémios das patas contralaterais, demonstrando que os extratos das duas espécies foram
capazes de induzir rabdomidlise sisttémica. Por analise morfométrica, foi observado que o
extrato do ferrdo de P. motoro foi mais potente em induzir a atividade miotoxica. Os
resultados obtidos neste estudo demonstram a importancia de se obter imunobioldgicos
especificos, para o tratamento dos acidentes por arraias de dgua doce, capazes de neutralizar a
rabdomiolise sistémica.

Palavras-chave: Potamotrygonideos; Extrato do ferrdo; Extrato do dorso; Veneno; Necrose;
Infiltrados inflamatdrios; Atividade miotoxica.
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1. Introducdo

Os animais aquaticos de maior importancia médica sdo os peixes e causam acidentes
que geram ferimentos com diversos sintomas, como dor intensa, necrose cutanea, bolhas,
ulceragoes e febre (MONTEIRO-DOS-SANTOS et al., 2011). As arraias, apesar de ndo serem
agressivas, causam um grande numero de acidentes nas regides que habitam (HALSTEAD,
1966; ERICSSON et al., 2006; MAGALHAES et al., 2008), sendo, assim, consideradas um
problema de saude publica (ERICSSON et al., 2006). As arraias pertencem a Classe
Chondrichthyes, (peixes cartilaginosos), Subclasse Elasmobranchii, Subdivisdo Batoidea,
ordem Myliobatiformes (NELSON, 2006) e apresentam ampla distribuicdo geografica, sendo
encontradas em mares temperados e tropicais (UZEL et al., 2002; BARBARO et al., 2007) e,
ainda, nos rios da América do Sul, Africa Equatorial e no Rio Mekong, no Sudeste asiatico
(MAGALHAES et al., 2008). No Brasil, as espécies de &gua doce, da familia
Potamotrygonidae, estdo presentes nos rios das regides Norte, Centro-Oeste, Sul e Sudeste
(CARVALHO et al., 2003). Na Bacia Amazonica, estas arraias sdo encontradas em todos 0s
tipos de rios (SIOLI, 1967), incluindo rios de agua branca (rica em sedimentos), agua clara
(pobre em sedimento), e agua preta (rica em acidos himicos) (DUNCAN; FERNANDES,
2010; ROSA et al.,, 2010). Quatro géneros de potamotrigonideos estdo reconhecidos
atualmente: Potamotrygon, Paratrygon, Plesiotrygon e Heliotrygon (ROSA et al., 1987;
CHARVET-ALMEIDA et al., 2002; CARVALHO; LOVEJQOY, 2011).

As arraias de agua doce sdo animais de habito bentdnico, costumando ficar escondidas
sob a areia, no fundo dos rios (GARRONE NETO; HADDAD JR., 2009). No entanto, se sdo
acidentalmente pisadas ou tém suas nadadeiras tocadas, as arraias giram 0 corpo em
comportamento defensivo, movimentando a cauda rapidamente e, assim, introduzindo o
ferrdo na vitima, causando um ferimento profundo e dolorido (MAGALHAES et al., 2006).
Os ferrdes sdo afiados, alongados e mineralizados, derivados de denticulos dermicos
modificados (GARRONE NETO; HADDAD JR., 2009), retroserrados bilateralmente e
cobertos por uma bainha tegumentar com um sulco glandular ventrolateral, contendo
glandulas de veneno ao longo de cada borda (HALSTEAD, 1988; DEHGHANI et al., 2009;
MONTEIRO-DOS-SANTOS et al., 2011).

As regibes anatdmicas mais afetadas sdo 0s pés e os calcanhares, no caso dos banhistas,
e as maos, no caso dos pescadores (BRISSET et al., 2006; LIM; KUMARASINGHE, 2007),
que se acidentam ao manipular o animal. Lesdes letais raramente ocorrem, exceto em casos
onde o ferrdo atinge 6rgdos vitais (GARRONE NETO; HADDAD JR., 2009). E muito
provavel que o delicado tegumento que envolve o ferrdo seja dilacerado durante a penetracéo
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na pele da vitima, liberando, assim, o veneno (HADDAD JR. et al., 2004). A gravidade da
lesdo também € devida a acdo mecéanica do ferrdo, que possibilita a entrada de bactérias,
presentes no muco e na agua onde o animal vive, podendo causar infec¢bes secundérias
(DOMINGOS et al., 2011). Nao h& um antiveneno especifico para o tratamento das lesdes e a
abordagem terapéutica é baseada no uso de analgésicos, anti-inflamatorios, agua morna para
aliviar a dor intensa e uso de antibioticos para prevenir infeccdo secundaria (HADDAD JR. et
al., 2004; BARBARO et al., 2007; GARRONE NETO; HADDAD JR., 2010).

Devido ao grande tamanho corporal, ao endemismo de algumas espécies, a dificuldade
de captura e aos riscos com 0 manuseio, 0 veneno das arraias de dgua doce tem sido pouco
estudado quando comparado aos venenos de outros grupos de animais aquaticos (GARRONE
NETO; HADDAD JR., 2009). Além disso, a quantidade de veneno que se consegue extrair é
minima, e o veneno é termolabil, o que dificulta o seu transporte e conservacdo (HADDAD
JR. et al., 2004). Sendo assim, existem poucos dados publicados sobre os efeitos e as
propriedades biologicas dos venenos das arraias da familia Potamotrygonidae encontradas na
Bacia Amazonica.

Considerando que os venenos de arraia induzem danos locais que levam a necrose
tecidual (HADDAD JR. et al., 2004; BARBARO et al., 2007), o presente estudo teve por
objetivo analisar a acdo miotdxica local e sistémica induzidas pelos extratos de muco do dorso
e do ferrdo de exemplares de Potamotrygon motoro e Plesiotrygon iwamae, da Bacia

Amazonica.

2. Material e métodos
2.1. Obtencéo e preparo dos venenos

Espécimes de Plesiotrygon iwamae e Potamotrygon motoro (Fig. 1) foram coletadas no
Lago do Janauaca, municipio de Manaquiri, a cerca de 60 km a sudoeste da cidade de
Manaus, na margem direita do Rio Solimdes (S03°51°/W55°59°), sob licenga do
IBAMA/SISBIO (22055-2). O ferrdo e o dorso das arraias foram raspados com auxilio de
bisturi e o material coletado (muco, juntamente com o epitélio) foi armazenado em nitrogénio
liquido durante o transporte. As amostras foram misturadas a PBS pH 7.4e centrifugadas a
6000 rpm, durante 15 minutos. O sobrenadante foi estocado a -20°C até o momento do uso. A
concentracdo de proteinas presentes nas amostras foi determinada pelo método de

BRADFORD (1976), usando-se albumina de soro bovino como padrao.
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2.2. SDS-PAGE e zimografia

A andlise das proteinas presentes nos extratos de muco e tecido do dorso e do ferrdo
das arraias foi feita pelo método de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), conforme protocolo adaptado de LAEMMLI (1970),
com o gel de corrida na concentracdo de 15% e o gel do pente a 5%. Foram usados 30ug de
proteina, na proporcao de 1:1 (v/v) com tampédo de amostra sob condi¢cdes ndo-redutoras.
Como marcadores de peso molecular foram usados miosina (192 kDa), $-galactosidase (102,1
kDa), albumina de soro bovino (58, 1kDa), ovalbumina (41 kDa), anidrase carbbnica (27,9
kDa), inibidor tripsina de soja (20,4 kDa), lisozima (15,1 kDa) e aprotinina (6,4 kD)
(BioRad® Prestained SDS-PAGE Standards, Broad Range, USA), na quantidade de 15 pl.
Para a visualizacdo das bandas proteicas, os géis foram corados, ap6s a corrida, com
Coomassie-Blue R-250 (BioRad®). Zimografia foi utilizada para verificar a presenca de
enzimas proteoliticas nos extratos de muco do ferrdo e do dorso das arraias, conforme
protocolo de MONTEIRO-DOS-SANTOS et al. (2011). O SDS-PAGE foi preparado nas
mesmas condi¢cOes descritas anteriormente, com gelatina a 2 mg/ml incorporada ao gel. O
surgimento de bandas sem coloracéo nos géis indicou a presenca de atividade gelatinolitica.

2.3. Animais

Neste estudo, foram usados 21 camundongos da linhagem BALB/c, fémeas, pesando
entre 18 a 22 g, provenientes do Biotério do Instituto Lebnidas e Maria Deane
(Fiocruz/Manaus). Os animais foram alojados em gaiolas, com temperatura ambiente
controlada em 25° C e receberam agua e alimento ad libitum. O presente trabalho foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM), protocolo de N° 070/2012. Todos os procedimentos
envolvendo os camundongos foram feitos baseados na legislacdo nacional e principios éticos
da Sociedade Brasileira de Ciéncias de Animais de Laboratérios (SBCAL) e nas resolucdes

do Conselho Nacional de Controle de Experimentagédo Animal (CONCEA).

2.4. Indugdo da atividade miotoxica local e sistémica

Para avaliacdo da atividade miotoxica, foram injetados 400 pg de proteina [(dose
minima capaz de induzir reacdo inflamatoria intensa e necrose, conforme BARBARO et al.
(2007)] dos extratos de muco (dorso e ferrdo) das arraias Potamotrygon motoro e
Potamotrygon iwamae, diluidos em50 pl de salina estéril, no musculo gastrocnémio da pata

direita dos camundongos. Os animais foram sacrificados apds 24 horas, por deslocamento
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cervical. Os musculos gastrocnémios direito e esquerdo de todos os camundongos foram
cuidadosamente retirados e fixados em formol tamponado 10%, por 5 dias, a temperatura

ambiente.Os camundongos do grupo controle receberam salina estéril.

2.5. Processamento do tecido e andlise histopatoldgica

Apbs a fixacdo, os musculos foram seccionados transversal e longitudinalmente e
desidratados em uma série alcoolica crescente, clareados em xilol e incluidos em parafina
histoldgica. Secdes histolégicas de 5 um de espessura foram coradas com Hematoxilina e
Eosina, e PTAH (hematoxilina acida fosfotingstica de Mallory). Para a coloracdo de PTAH,
as secdes foram oxidadas com solucdo de permanganato de potassio 0,25%, durante 5 minutos
e lavadas, primeiramente, com agua destilada e, em seguida, com solugédo de &cido oxalico a
5%. Logo apds, as se¢des histologicas foram deixadas em hematoxilina &cida fosfotungstica
(1g de hematoxilina, 20g de acido fosfotungstico e 1000 ml de agua destilada g.s.p) durante
toda a noite, a temperatura ambiente. Todos os procedimentos adotados para o processamento
histoldgico foram feitos de acordo com KIERNAN (2008).

2.6. Imunohistoquimica

Para evidenciar a presenca de macrofagos, foi feita imunohistoquimica para marcar
CD68. As sec¢des histoldgicas foram lavadas em PBS — Tween 20 (0.1M PBS, 0.5% Tween
20, pH 7.4), por dois minutos. Para a recuperacdo do antigeno, EpitopeRetrievalSteamer Set
(IHC-Tek™, USA) foi usado. Para reduzir a coloragdo inespecifica de fundo, foi usado PBS
(NaCl 137 mM; KCI 2,68 mM; Na,HPO,48,1 mM, KH,PO,4 1,76 mM, pH 7,4) contendo 5%
de soro de cabra e perdxido de hidrogénio a 3%, em PBS, por 10 minutos, para o blogueio da
atividade da peroxidase enddgena. Anticorpo primario monoclonal de rato anticamundongo
CD68 (MCA1957; Serotec, USA) foi usado numa diluigdo de 1:100 e incubado com as sec¢des
histoldgicas, por uma hora, a temperatura ambiente. Para a detec¢do imunohistoquimica, as
seccOes foram incubadas com anticorpo secundario de cabra antirrato conjugado com HRP
(Bio-Rad, USA), por 30 minutos, a temperatura ambiente. Ao final, as se¢fes foram
incubadas com DAB Peroxidase Substrate Kit (IHC-Tek™, USA), lavadas em PBS — Tween
20, trés vezes, por dois minutos e coradas com hematoxilina para auxiliar na visualizacdo do

tecido.
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2.7. Densidade de volume (volume relativo, VVv) — Esterelogia

A densidade de volume (%) dos componentes no tecido muscular foi obtida pelo
sistema de contagem de pontos de HOWARD; REED (2010). Para tal, em uma primeira
etapa, cada secdo histoldgica foi visualizada em sua totalidade e fotografada em baixo
aumento (Leica EZ4D Estereomicroscopio Digital System, 8x). Em seguida, um sistema teste
de contagem contendo linhas horizontais e verticais (quadrantes) foi sobreposto as imagens
individuais para a selecdo do campo de vista a ser analisado posteriormente. O programa de
andlise de imagens ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health) foi utilizado nesta
etapa por meio da técnica de amostragem sistematica uniforme ao acaso, SURS (systematic
uniforme random sampling), para a selecdo dos campos de vista. Brevemente, 0 nimero total
de quadrantes contendo tecido muscular foi contado e em seguida esse valor foi divido pelo
namero de campos de vista a ser analisado nessa secéo histolégica. No presente estudo, de 10
a 12 campos/secdo foram selecionados para andalise. Essa abordagem permite a selecdo de
campos de vista de forma aleatoria e evita a interferéncia do observador, € eficiente e
minimiza o viés nos resultados (GUNDERSEN; @STERBY, 1981). Os campos amostrados
foram fotografados em maior aumento (objetiva Ach 40x/0,65; ocular GSWH 10x/22) para
posterior analise por meio de um fotomicroscopio Olympus BX-41. Na etapa seguinte, cada
imagem (de 10 a 12 por sec¢do histolégica) foi quantificada quanto a porcentagem de: muasculo
sem dano, rabdomiolise, regeneracdo muscular, infiltrados inflamatérios e vasos sanguineos.
Nesta etapa, o programa de analise de imagens (mddulo estereologia) IMOD 4.5 (KREMER
et al., 1996) foi utilizado. Para tal, um sistema teste de contagem contendo pontos foi
sobreposto a cada imagem para permitir a quantificacdo das estruturas citadas anteriormente.
A porcentagem de volume ocupado por cada componente em relagdo ao espaco de referéncia

(tecido muscular) foi calculado como:

m

> Pcomp
W (componente, espaco de referéncia) = =———

ZPref

i=1

Vv é a densidade de volume (volume fracional ou densidade relativa) de determinado
componente tecidual (musculo saudavel, rabdomiolise, regeneracdo muscular, infiltrados
leucocitarios e vasos sanguineos), Pcomp é a somatoria de pontos que tocam determinado
componente tecidual, e Pref é a somatdria de pontos que tocam o espaco de referéncia (tecido

muscular).
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2.8. Analises estatisticas

Para as analises dos dados, foram usados o programa estatistico SIGMASTAT 3.5e 0
programa grafico SIGMAPLOT 11.0 (Systat Software Inc. Alemanha). Para testar a variancia
resultante da aplicacdo da contagem de pontos sobre as sec¢des foi calculado o CE (coeficiente
de erro) sobre dados morfométricos brutos de acordo com HOWARD; REED (2010):

Onde:CE indica o coeficiente de erro para a determinacdo da densidade de volume; k
representa 0 niumero de imagens analisadas e u e v sdo as somatorias de pontos sobre cada
campo de vista. Um CE < 10% foi considerado satisfatorio (preciso). Todos os valores foram
apresentados como média + desvio padrdo da media. As comparac@es entre o grupo controle e
0s grupos injetados com os extratos foram analisadas por meio de ANOVA (andlise de
variancia one-way), seguida do teste de mdultiplas comparacdes de Dunnett. Para a
comparacdo entre as variaveis dependentes (musculo gastrocnémio esquerdo e direito), foi
aplicado um teste t pareado. Em todos os calculos, um valor de p < 0,05 foi considerado

significativo.

3. Resultados
3.1. SDS-PAGE e zimografia

Os perfis eletroforéticos obtidos a partir dos extratos de muco do dorso e do ferrdo da
especie P. motoro apresentaram diferencas (Fig. 2A). Enquanto o extrato do dorso apresentou
uma banda forte difusa com cerca de 41 kDa e componentes proteoliticos entre 58 e 41 kDa e
outro com 6 kDa (Fig. 2C), o extrato do ferrdo apresentou uma banda difusa de 10 kDa, varias
bandas entre 58 e 27 kDa e componentes proteoliticos acima de 58 kDa. Em Plesiotrygon
iwamae, os perfis eletroforéticos do extrato do dorso e do ferrdo foram semelhantes (Fig. 2B),
apresentando uma banda intensa e difusa de 15 kDa e componentes proteoliticos de 6 e 40
kDa (Fig. 2D).
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3.2. Analise qualitativa

Quanto as mudancas histopatoldgicas, apds 24 horas da injecdo dos extratos de muco
(dorso ou ferrdo) das arraias Potamotrygon motoro ou Plesiotrygon iwamae nos
camundongos, foi observada a presenga de necrose coagulativa (Fig. 3D e Fig. 4B — C),
regeneracdo da fibra muscular (Fig. 3E), recrutamento de infiltrados inflamatdrios, incluindo
neutrofilos (Fig. 3F), macréfagos (Fig. 4E — F), e um pequeno namero de linfécitos e
eosinofilos (dados ndo mostrados). Tais efeitos também foram observados nos musculos
gastrocnémios esquerdos, demonstrando que os extratos do ferrdo e do dorso das duas
espécies de arraias foram capazes de induzir a uma rabdomiolise sistémica em camundongos
BALB/c.

3.3. Andlise quantitativa

A injecdo dos extratos de muco do dorso ou ferrdo dos exemplares de Potamotrygon
motoro ou Plesiotrygon iwamae resultaram em diferentes niveis de alteracbes morfoldgicas
no musculo gastrocnémio direito (local da injecdo) e esquerdo (sem injecdo). A Tabela 1
apresenta os valores de média * desvio padrdo das densidades de volumes obtidas. A Fig. 5A-
E apresenta os resultados morfométricos obtidos das comparagdes: 1) entre o musculo
gastrocnémio direito do grupo-controle e dos grupos-teste e 2) entre 0s musculos
gastrocnémios direito e esquerdo de cada grupo-teste e controle.

Todos os gastrocnémios injetados (lado direito) com os extratos de muco do ferrdo ou
do dorso de ambas as espécies apresentaram reducdo significativa na porcentagem de musculo
sem dano quando comparados ao grupo controle (p = 0,001). Os gastrocnémios injetados
também apresentaram menor porcentagem de musculatura sem dano quando comparados aos
gastrocnémios esquerdos (sem injecdo). Em relacdo a densidade de volume de necrose (Fig.
5B), todos os gastrocnémios injetados (direitos) com os extratos de muco de ambas as
espécies apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle (p = 0,005), mas
somente 0s grupos de camundongos injetados com os extratos de Plesiotrygon iwamae
apresentaram diferenca significativa quando comparados os gastrocnémios direito com o
esquerdo (p = 0,039 para 0 muco do ferrdo e p = 0,023 para 0 muco do dorso). A Fig. 5C
apresenta a proporcao regeneragdo muscular observada. Somente nos gastrocnémios injetados
com o extrato do ferrdo de P. motoro verificou-se aumento significativo na regeneracéo
muscular em relacdo ao controle (p = 0,002). N&o houve diferenca significativa em relacéo a
regeneracdo entre 0s gastrocnémios direito e esquerdo de todos os grupos-teste. A Fig. 5D

apresenta a porcentagem de infiltrados inflamatorios no tecido muscular. Em relacdo ao
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controle, esta porcentagem foi significativamente maior nos musculos em que foram injetados
os extratos (p = 0,021). Houve diferenca na densidade de volume de infiltrados inflamatérios
quando comparados os gastrocnémios direito e esquerdo de todos os grupos-teste. A Fig. 5E
apresenta os valores da densidade de vasos sanguineos no tecido muscular. N&o ha diferenga
significativa entre os grupos-testes e o controle (p = 0,065) e entre os gastrocnémios direito e
esquerdo dos grupos-testes, indicando que ndo houve proliferacdo de vasos sanguineos no
periodo de 24 horas. Nos musculos gastrocnémios das patas esquerdas do grupo-controle néo
foram observadas alteraces morfoldgicas (dados ndo mostrados).

4. Discusséo

Miotoxicidade tem sido atribuida a acidentes com arraias marinhas, como observado
por MASSON et al. (2012), que constatou o aumento dos niveis de creatina quinase total
(CK-MM, CK-MB e CK-BB) e de CK-MB (musculo cardiaco) de um individuo acidentado,
provavelmente, por uma espécie do género Dasyatis sp. BARBARO et al. (2007),
comparando os extratos de tecido e muco da arraia marinha Dasyatis guttata e da arraia de
agua doce Potamotrygon falkneri, observou que somente o extrato de P. falkneri apresentou
miotoxicidade, pela dosagem de CK total e foi capaz de induzir necrose e letalidade quando
testado em camundongos Swiss.

Sob nossas condicBes experimentais, as analises histopatoldgicas mostraram que 0s
camundongos que receberam tanto o extrato do dorso quanto o extrato do ferrdo de ambas as
espécies de arraias apresentaram, apds o periodo de 24 horas, necrose coagulativa do musculo
esquelético, caracterizada pela fragmentacéo e eosinofilia sarcoplasmatica, perda da estriacao
transversal e presenca de nucleos picnéticos (ou ausentes) (LIMA et al., 2011), processo de
regeneracdo da fibra muscular, caracterizada pela basofilia sarcoplasmatica e proliferacdo das
células satelites (TIDBALL, 2005) e infiltrados inflamatdrios. Nossos dados corroboram com
0 estudo de ANTONIAZZI et al. (2011), que, ao caracterizar as mudancas histopatolégicas
induzidas pelos extratos de tecido do ferrdo da arraia P. falkneri, constataram que, seis horas
apos a injecdo intradérmica, surgem infiltrados inflamatdrios, focos de necrose em células
epidérmicas basais e que,no intervalo de 24 horas, ja foi possivel observar necrose da pele, do
tecido subcutdneo e do masculo esquelético. No presente estudo, as alteracdes
histopatoldgicas foram observadas ndo somente no local de injecdo dos extratos (musculo
gastrocnémio direito), mas também no musculo gastrocnémio esquerdo. Sendo assim, nosso
estudo é o primeiro a relatar que 0 muco (veneno) que recobre o dorso e o ferrdo das arraias

de agua doce é capaz de induzir a rabdomidlise sistémica quando testado em modelo murino.
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Os gastrocnémios injetados com o extrato de muco do ferrdo de Potamotrygon motoro
apresentaram o menor volume de musculo sem dano, e, consequentemente, maior volume de
rabdomidlise, maior volume de regeneracdo muscular e maior volume de infiltrados em
relacdo ao controle (p < 0,05). Mesmo sem haver diferenca significativa (p = 0,427 para o
muco do ferrdo e p = 0,061 para o muco do dorso), nossos dados histopatoldégicos mostram
que os gastrocnémios injetados diretamente com os extratos de P. motoro apresentaram um
aumento na porcentagem de tecido necrosado quando comparados aos contralaterais. Os
musculos injetados também mostraram um aumento significativo no volume de infiltrados
inflamatdrios. Quando comparados 0s grupos injetados com os extratos de P. motoro, 0s
danos teciduais foram mais acentuados nos animais que receberam o muco do ferrdo. Foram
observadas diferencas nos perfis proteicos e nas massas moleculares dos componentes
proteoliticos do muco do dorso e do ferrdo de P. motoro. Tais diferengas nas composicoes
proteicas dos mucos poderiam explicar a maior porcentagem de dano tecidual induzido pelo
muco do ferrdo de P. motoro.

Em relagdo a espécie Plesiotrygon iwamae, os extratos de muco do ferrdo e do dorso
induziram a uma porcentagem semelhante de alteragdes histopatolgicas nos musculos
injetados e nos musculos contralaterais. Os mucos do dorso e do ferrdo apresentaram perfis
proteicos e componentes proteoliticos semelhantes, o que pode justificar a semelhanca na
porcentagem de dano tecidual induzidos pelos extratos. A porcentagem de rabdomidlise e de
infiltrados inflamatérios foi maior nos musculos diretamente injetados. O volume de
regeneracdo do tecido muscular foi menor em comparacdo aos grupos injetados com o0s
extratos de P. motoro. No geral, o dano local e sistémico foi maior nos grupos injetados com
0s extratos de P. motoro.

Danos severos ao tecido muscular ativam uma sequéncia de interacdes entre as células
musculares e as celulas inflamatorias. A resposta inflamatoria inicial é caracterizada pela
presenca de neutrofilos e, posteriormente, por macréfagos CD68". Macréfagos podem
propagar a resposta Thl, liberando citocinas pré-inflamatorias e IL-12, causando danos
adicionais ao tecido pela liberagdo de oOxido nitrico (TIDBALL; VILLALTA, 2010). Em
nosso estudo, o periodo de 24 apds a injecdo dos extratos evidenciou a presenca de muitos
neutréfilos e macrofagos, fazendo a retirada de debris celulares, como mostrado pela
imunohistoquimica para CD68. Na figura 3B é possivel observar a aderéncia de leucécitos em
um vaso sanguineo. Aumento no rolamento e aderéncia de leucocitos foi observado em estudo

com o muco do ferrdo de Potamotrygon cf. scobina e Potamotrygon gr. orbignyi
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(MAGALHAES et al., 2006) e com os mucos do dorso e do ferrdo de Potamotrygon cf. henlei
(MONTEIRO-DOS-SANTOS et al., 2011).

Macrofagos promovem o reparo de tecidos lesionados estimulando o crescimento de
Nnovos vasos sanguineos, uma vez que podem produzir varias citocinas angiogénicas,
incluindo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 (IGF-1), fator de transformagdo do crescimento a (TGF-a) ¢ fator de necrose
tumoral o (TNF-0) (DUFFIELD, 2003). Porém, no nosso experimento, ndo houve aumento
significativo no volume de vasos sanguineos dos musculos gastrocnémios injetados com
extratos e nos contralaterais, no periodo de 24 horas.

Os acidentes com arraias de agua doce se caracterizam, principalmente, por sua
intensa acdo inflamatéria (ANTONIAZZI et al., 2011). A vitima se queixa de dor intensa,
desproporcional ao tamanho da leséo (PARDAL; GADELHA, 2010). Em torno da ferida
aparecem eritema e edema, caracterizando a primeira fase do envenenamento. Em seguida,
surge uma necrose central, causando, na area afetada, flacidez do tecido e formacdo de uma
ulcera profunda, que evolui lentamente, comum neste tipo de envenenamento (COOK et al.,
2006; CLARK et al., 2007; MAGALHAES et al., 2008). Os pacientes também podem
apresentar complicacdes sistémicas, como nauseas, vomitos, salivacdo, sudorese, depressao
respiratoria, fasciculacdo muscular e convulsées (HADDAD JR. et al., 2004; FORRESTER,
2005).0 mecanismo de inducdo de dor, edema e necrose, nos acidentes com arraias de agua
doce ainda é incerto, mas, certamente 0 muco contribui para o dano tecidual, como mostrado
no presente estudo e por MAGALHAES et al. (2006). Nosso estudo mostrou que os extratos
de muco do dorso e do ferrdo das arraias de agua doce Potamotrygon motoro e Plesiotrygon
iwamae foram capazes causar rabdomiolise sistémica quando testados em camundongos.
Esses resultados mostram a necessidade de estudos complementares que visem o0
desenvolvimento de imunobiologicos capazes de neutralizar a agéo local e sistémica induzidas

pelos venenos das arraias de agua doce.
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Tabela 1.Anélise morfométrica (densidade de volume, %) do efeito dos venenos de arraias de dgua doce sobre o tecido muscular de camundongo

(massa = 18 a 22¢).

DENSIDADE DE VOLUME (%)

Grupo Gastrocnémio Musculo sem dano Rabdomidlise =~ Regeracdo muscular . Inﬂltra;lo_s Vas,os
inflamatdrios sanguineos
Controle Direito 97,71+1,18 00 0,43+0,15 0,03+0,01 1,82+0,62
Extrato de muco de Potamotrygon motoro
Ferréo Direito 79,65+7,18 8,88+4,26 3,47+0,94 6,38+3,39 1,62+0,74
Esquerdo 92,14+2,66 4,81+2,84 1,98+0,21 0,34+0,32 0,71+0,17
Dorso Direito 91,5744,45 3,39+2,91 1,43+1,65 1,61+0,99 1,99+0,4
Esquerdo 96,74+1,6 0,59+0,04 0,7£1,08 0,19+0,29 1,77+0,76
Extrato de muco de Plesiotrygon iwamae
Ferrdo Direito 91,23+2,61 4,32+2,44 0,2+0,29 2,63+1,19 1,62+1,32
Esquerdo 94,7+2,85 2,07£0,7 0,84+0,75 0,310,33 2,08+0,52
Dorso Direito 89,39+2,42 4,17+1,27 0,26+0,22 3,73+3,23 2,44+0,33
Esquerdo 96,05+3,02 1,51+0,31 0,12+0,26 0,34+0,05 1,98+0,72
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Legendas das figuras:

Figura 1. Arraias de agua doce usadas neste estudo, coletadas no Lago do Janauaca, Rio
Solimdes, préximo a cidade de Manaus. A: exemplar de Potamotrygon motoro. B: exemplar

de Plesiotrygon iwamae.

Figura 2. Perfis eletroforéticos dos extratos de muco das arraias Potamotrygon motoro e
Plesiotrygon iwamae. A: perfis eletroforéticos dos extratos de muco do dorso e do ferrdo de
P. motoro. B: perfis eletroforéticos dos extratos de muco do dorso e do ferrdo de P. iwamae.
C: zimografia dos extratos de muco do dorso e do ferrdo de P. motoro. D: zimografia dos

extratos de muco do dorso e do ferrdo de P. iwamae.

Figura 3. ComparacGes histopatoldgicas dos efeitos induzidos pelos extratos de muco do
dorso e do ferrdo das arraias Potamotrygon motoro e Plesiotrygon iwamae, coloracdo por H-
E. A: animal do grupo controle, sem evidéncia de necrose do tecido muscular. B: infiltrados
inflamatorios presentes em gastrocnémio diretamente injetado com o muco do ferrdo de P.
motoro. No quadrante, detalhne mostrando a aderéncia de infiltrados inflamatdrios em vaso
sanguineo. C: vaso sanguineo (V) mostrando novamente a aderéncia de infiltrados
inflamatdrios, desta vez, em gastrocnémio da pata contralateral de camundongo injetado com
0 muco do ferrdo de P. motoro. D: necrose coagulativa do tecido muscular (*), caracterizada
pela fragmentacdo e eosinofilia sarcoplasmatica, perda da estriacdo transversal e presenca de
nacleos picnoticos (ou ausentes), em gastrocnémio da pata contralateral de camundongo
injetado com o muco do dorso de P. iwamae. E: regeneragdo muscular, caracterizada pela
basofilia sarcoplasmatica e proliferacdo das células satélites, presente em musculo
diretamente injetado com o muco do dorso de P. motoro. F: em detalhe, a presenca de
numerosos neutréfilos (seta) em musculo injetado diretamente com o muco do dorso de P.

iwamae. Todas as imagens estdo em aumento de 400x, exceto F (aumento de 1000x).

Figura 4. Comparacdes histopatologicas dos efeitos induzidos pelos extratos de muco do
dorso e do ferrdo das arraias Potamotrygon motoro e Plesiotrygon iwamae, coloracdo de
PTAH (em azul) e marcagdo imunohistoquimica para CD68. A: animal do grupo controle,
sem evidéncia de necrose coagulativa do tecido muscular, mostrando claramente a estriacao
transversal do musculo. B: necrose coagulativa do tecido muscular em gastrocnémio injetado

diretamente pelo muco do ferrdo de P. motoro (*). A fibra muscular necrosada, com perda da
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estriacdo transversal, ndo se cora pela hematoxilina fosfotungstica. C: necrose coagulativa do
tecido muscular (*), evidenciada pela coloracdo de PTAH, em gastrocnémio da pata
contralateral de camundongo injetado com o muco do ferrdo de P. motoro. D: animal do
grupo controle, sem evidéncia de macrofagos. E: numerosos macréfagos (quadrante)
presentes em tecido adiposo do musculo gastrocnémio injetado diretamente com o muco do
ferrdo de P. iwamae. F: macrdéfagos retirando debris celulares em musculo injetado
diretamente pelo muco do dorso de P. iwamae. Todas as imagens estdo em aumento de 400X,

exceto F (aumento de 1000x).

Figura 5. Resultados morfométricos (densidade de volume, %) do efeito dos venenos de
arraias de agua doce sobre o tecido muscular de camundongo (massa = 18 a 22g). A:
porcentagem de musculo sem dano. B: porcentagem de rabdomidlise. C: porcentagem de
regeneracdo muscular. D: porcentagem de infiltrados inflamatdrios. E: porcentagem dos vasos
sanguineos. * indica diferenca significativa entre o 0s gastrocnémios inoculados (direitos) e o
grupo controle, p < 0,05. ** indica diferenca significativa entre os gastrocnémios direitos e 0s

esquerdos (ndo-inoculados), p < 0,05.
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Figura 1.

Figura 2.
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Figura 3.
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COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA-UFAM)
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Certificamos que o protocolo n° 070/2012- CEEA, sobre “Propriedades
Biologicas do veneno da arraia Plesiotrygon iwamae (Chondrichthyes -
Potamotrygonidae” sob responsabilidade de Wallice Luiz Paxiiba Duncan, esta de
acordo com a legislagio Federal pertinente ao uso cientifico de animais e foi
APROVADO pelo COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

(CEEA-UFAM) em reunido de 18/05/2012.

Manaus, 12 de junho de 2012
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Prof. Fabio Tonissi Moroni

Presidente da CEEA-UFAM

Av. Gal. Rodrigo Octavio Jorddo Ramos, 3000, Coroado — Campus Universitério, Setor Sul, 69077-000, Manaus — AM
Tel.: (92) 3305-4025- e-mail: ceea@ufam.edu.br
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Instituto Chico Mendes de Conservacio da Biodiversidade - ICMBIio
Sistema de Autorizagio & Informagio em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

‘ Nimero: 22055-2 Data da Emiss#o: 08/12/2010 11:13

Dados do titular

Nome: WALLICE LUIZ PAXIUBA DUNCAN CPF: 304.905.962-15

Thule do Projeto: Rio Amazonas: barreira ou filro zoogeografico para dispersdo das arraias de dgua doce (Potamotrygonidae)? Um estude

Ecofisioldgico

Nome da Instituicio : FUNDAGAQ UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - FUA CNPJ: 04.378.626/0001-97

Cronograma de atividades

# Descricho da atividade Inicio (més/ano) | Fim (mésfanc)
1 [ Captura, colets e tansporte- BacelosManaus 11/2010 042011

2 | Tmnsporte-ManausiSdo Carlos/Manaus 112010 12/2011

3 |Captura, coleta e transporte-Panntine e Santarem 08/2011 082011

4 | Captura, coleta e transporte-3antaremitaituba 0572011 1172011

5 | Captura, colela ¢ transporte-Colames/Manaus 072011 12/2011

De acondo com o art, 33 da [N 154/2000, esta autorizagio tem prazo de validade equivalkente ao previsto nd cronograma de atividades do projeto,

Observagdes e ressalvas

As atividades de campo exerciklas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o ternténo nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiaig, tendo por objeto coletar dados, materiaiz, espécimes bioligicos e mineraiz, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, prezente e passa da,
obtidos por meip de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, & difusiio ou & pesquisa, estiio sujeitas a autorizagiio do Ministério de Ciénda e Tecnologia,

Esta autorizaghio MAD exime o pesquisador tular & os membros de sua equipe da necessidade de obler as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
2 | como do consentimento do responsével pela drea, pablica ou privada, onde serd realizada a atividade, ou do proprietario, amendatario, posseino ou morador de érea
dentro dos limites de unidade de conservagio fed erl cujo processo de regulanizagfo fundidiria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fing previstos na Instrugio Nomativa IBAMA n® 15442007 ou na Instrugio Mormativa ICMBio n® 1042010, no que
3 | espedfica esta Autorizagho, nfo podend o ser utiizado para fins comerciais, industiais ou esportivos. O matenal bioligico coletado devera ser utilizado para atividades
cientlficas ou diddticas no Ambito do ensino superior,

A autonzagd o para envie a0 extenor de matenal biokigico ndo consignado deverd ser requerida por meio do enderego eletrénico www.ibama.gov.br {Servigos on-line -
4 | Licenga pam importaglo ou exportagio de flora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de matedal consignado, consulte www.icmbio.gov.brfsisbio - menu
Exportagio.

O titular de licenga ou autorizagio € o= membros da sua equipe deverio optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | a0 grupo taxondmico de interesse, evitando a mone ou dano significativo a outos gupos; @ empregar esforeo de coleta ou caplura que nao compromela a viabilidade
de populagbes do grupo taxendmico de intercsse em condiglo in Situ,

Este documento néo dispensa o cumpnmento da legislacio que dispie sobre acesso & componente do patimdnio genético existente no temitdrio nacional, na
6 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patimdanio genético, para fins de pesquisa cientifica,
biopmspecgio e desenvolvimento tecnoligico.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DOE CONSERVACAD, o pesquisador titular desta autorzagio devera contactar a administragfo da unidade a fim de CONFIRMAR

’ AS DATAS das expedigles, as condigies pam realizago das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

8 As alividades conlempladas nesta aulonzagio NAD abrangem espédes brasileiras conslante de listas ofidais (de abrangénda nadonal, estadual ou municpal) de
espécies ameagadas de extinglio, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotagio.

Equipe

# Nome Fungic CPF Doc. ldentidade Nacionalidade

1 | Thals de Almeida Cornéa Nogueira B olsista-Coletora 522 601 .432-53 AM Brasileira

2 | OSCAR TADEU FERREIRA DA COSTA Pesquisador 308,952 602-63 06764355 SESEG-AM-AM Bragikira

3 | Maria Lida Gies de Aradjo Pesquisadora 276.286.205-15 678495 S5PSE Bragikira

4 | Tayring Paschoaletti Benze Bolsista 321.6513.438-58 43.968.593-0 SSP-5P Brasikira

5 | Diogo Magalhaes Costa Buolsista 927,042 122-87 1240356441 MDEB-AM Brsikeira

& | Sandrelly Cliveira Inomata B olsista T79.966.742-72 18118399 35P-AM Brasileira

7 | Camila Goncharowv de Souza Bolsista 115.665.192-09 - Brasikira

Locais onde as atividades de campo seréo executadas

# Municlpio UF | Descricio do local Tipo

1 |BARCELOS AM Mariug Fora de UC

2 | MANALUS Al Anavilhanas Fora de UC

Este documento (AutorizagBo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instruglio Mormativa n®154/2007. Através do cbdigo
de autenticagho abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbie/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.brisisbio}.

Codigo de autenticagdo: 49487349

[ Pagina 1/3




73

Ministério do Meio Ambiente - MMA
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Sistema de Autorizagdo e Informacio em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

[ Nimero: 22055-2 ] Data da Emissio: 08/12/2010 11:13
Dados do titular

Nome: WALLICE LUIZ PAXIUBA DUNCAN IEPF: 304.905.962-15

Titub do Projeto: Rio Amazonas: barreira ou filtro zoogeogréfico para dispersdo das arraias de agua doce (Potamotrygonidae)? Um estudo
Ecofisioldgico

Nome da Institui¢do : FUNDAGAO UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - FUA CNPJ: 04.378.626/0001-97
[3_[PARINTINS AN Panntns Fora de UC

4 | SANTAREM FA Ater do Chao Fora de UC

5 | COLARES PA Humaia Fora de UC

Atividades X Taxons

# Atvidade Taxons

Pleswotrygon imamae, Potamotrygon hystrix, Potamatrygon henles, Paratrygon aereba,
1 | Captura de animais sivestres in sity Potamotrygon scobina, Polamotrygon leopolds, Potamaotrygon motoro, Potametrygon orbgmys,

Potamotrygon schroeden, Potamotrygon laticeps

Plesolrygon iwamae, Potamotrygon hystrix, Polamotrygon henlei, Paratrygon aereba,

2 | Coletaftranspone de amostras biokbgcas in situ Potamotrygon laticeps, Polamotrygon scobina, Potamotrygon schroeden, Potamotrygon orbgnyl,
Polamotrygon moloro, Potamotrygon leopokdi

Paratrygon aereba (*(ide: 20), Polamotrygon henlei (*Qide: 20), Polamolrygon hystax (*Cide:

Rl 20), Plesictrygon iwamae ("Qide: 20), Potamotrygon scobina (*Qade: 20), Potamotrygon orbgnyi

3 | Coletatransporte de espécimes da fauna shvestre in situ ("Qude: 20), Potamotrygon motoro (*Qide: 20), Potamolrygon lecpokd: (*CQtde: 20), Potamotrygon

Biiceps (*Qide: 20). Potamotrygon schroederi (*Qide: 20)

* Qide. de individu 0s por espécieflocakdade/unidade de conservagio, a serem coletados duranie um ano.

Material e métodos
[1 | Mét1odo de capturaicoleta (Peixes ) | Outros petrechos(Rapichés, anasto, pugd) )|

Destino do material biolégico coletado

2 Nome local destino Tipo Destl
1 | UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAD CARLOS Laboratono de Zoohslogia e Bioquimica Comparativa
2 | FUNDAGAO UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - FUA Laboratono de MicroscopialCilologia

Este documento (Autorizago para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo

de autentica¢io abaixo, qualquer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMB0 na
Intemet (wvaw.icmblo.gov.br/sisbio).

Godle deramonticagtos AR e W|||“‘||||III||’ I
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Autorizacao para atividades com finalidade cientifica
Niamero: 22055-2 Data da Emissdo: 08122010 11:13

Dados do titular
Home: WALLICE LUIZ PAXIUBA DUNCAN CPF: 304.905962-15

Tilulo do Projeto: Rio Amazonas: bareira ou fillo zoogeografico para dispersio das arraims de agua doce (Polamolrygonidas)? Um estudo

Ecofisiolbgico

Mome da Instituicho : FUNDACAD UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - FUA |ENF‘J'. 04.378.626/0001-07

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrugdo Mormativa n®154/2007, a coleta imprevista de material bicldgico ou de substrato ndo
contemplado na auwtorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material bicldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagio ou da licenca permanente com a devida
anctagdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado & instituigio cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegio bioldgica cientifica registrada no Cadastro Macional de Colegdes Biclogicas (CCBIO).

Taxon® Qtde, Tipo de amostra Qide. Data

* Identificar o espécime no nivel taxondmico possivel,

Este documents (Autorizagbo para atividades com finaldade cientifica) foi expedida com basa na Instrugio Normativa n®1 542007, Através do cidigo
de aulenticacio abaixo, qualguer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documenta, por melo da pagina do Sisbis/ICMBia na
Internet (wwiw icmbilo.gov. brisiabia).

Codigo de autenticagao: 49487249 ""‘Il”lmll
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CARTA DE ACEITE

Eu, como membro da banca de defesa de dissertacdo/tese, declaro, para os devidos
fins, que a revisio intitulada ARRAIAS DE AGUA DOCE (Chondrichthyes —
Potamotrygonidae): BIOLOGIA, VENENO E ACIDENTES, no Programa de Pds-
graduacdo em Imunologia Basica e Aplicada, na area de concentracdo em Ciéncias
Biologicas, foi avaliada por mim. Portanto, recomendo a sua publicacdo na Revista Scientia

Amazonia.

Atenciosamente,




