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RESUMO

Arraias pertencentes a subfamilia Potamotrygoninae sdo peixes cartilaginosos que ocorrem
nas bacias hidrograficas da América do Sul. Esses animais sdo providos de ferrfes na base da
cauda, proprios para a sua defesa. O ferrdo é coberto por uma bainha tegumentar contendo
glandulas mucosas e de veneno. As vitimas costumam sofrer envenenamentos por arraias
geralmente quando pisam no dorso do animal, escondido sob a areia, na beira da praia. Por
consequéncia, a arraia movimenta a cauda abruptamente e introduz o ferrdo no individuo,
causando uma laceracdo extremamente dolorida, que geralmente leva a necrose do tecido. Os
acidentes costumam ocorrer em lugares distantes, isolados, geralmente sem atendimento
médico adequado e, portanto, quase sempre ndo sao notificados. Ndo ha uma terapia definida
e eficaz para 0os envenenamentos por arraias e os profissionais de salde geralmente néo
recebem treinamento adequado para cuidar deste tipo de acidente. O tratamento € baseado no
uso de analgesicos, anti-inflamatorios e antibidticos, pois ainda ndo existe antidoto especifico.
Embora os procedimentos médicos sejam capazes de controlar o quadro clinico dos pacientes,
a neutralizacao das toxinas seria a conduta ideal para impedir a inducao dos sinais e sintomas
apresentados nos envenenamentos por arraias de agua doce. No intuito de obter um
imunobioldgico capaz de neutralizar as principais atividades apresentadas pelas vitimas, o
presente estudo teve por objetivo analisar a neutralizagdo, por soros hiperimunes, das
atividades edematogénica e miotdxica induzidas pela peconha da arraia Potamotrygon
motoro. Os soros foram obtidos em camundongos Balb/c por meio de imunizagédo
intradérmica usando-se ou o extrato do dorso ou do ferrdo de P. motoro adsorvidos em
adjuvante hidréxido de aluminio. Por andlise de Dot-ELISA e Western Blot, foi possivel
verificar que o extrato do dorso foi tdo imunogénico quanto o extrato do ferrdo, induzindo a
altos titulos de anticorpos, que reagiram com antigenos homoélogos (da mesma espécie) e
heter6logos (extrato do dorso ou do ferrdo das espécies Paratrygon aiereba, Plesiotrygon
iwamae, Potamotrygon orbignyi e Potamotrygon schroederi, todas de 4gua doce), indicando
que ambos os tipos de extrato poderiam ser usados na producdo de antiveneno para tratar
vitimas de envenenamento por arraias de agua doce. A partir dai, foi verificado o poder dos
soros hiperimunes em neutralizar, in vivo, as atividades edematogénica e miotdxica induzidas
pelo extrato do ferrdo de P. motoro por meio de dois protocolos: soroneutralizacdo e
vacinacdo. O primeiro consistiu em injetar a pegonha no musculo gastrocnémio de
camundongos Balb/c, e, em seguida, ministrar ou o soro antidorso ou o soro antiferrdo via
plexo venoso oftadlmico. J4, o segundo consistiu em imunizar os camundongos com o extrato
do dorso ou do ferrdo adsorvidos em hidréxido de aluminio e desafia-los com a peconha do
ferrdo via intramuscular. Os gastrocnémios foram removidos para analise histopatoldgica e
esterologica e 0 sangue, coletado via plexo venoso oftalmico para dosagem de citocinas, PCR
e CK. Os soros antidorso e antiferrdo ndo neutralizaram a atividade edematogénica, mas 0s
protocolos de soroneutralizacdo e vacinacdo neutralizaram parcialmente o dano tecidual
induzido pela peconha do ferrdo. A rabdomidlise sistémica s6 foi neutralizada 100% nos
animais vacinados com o extrato do ferrdo. A analise das citocinas indicou que o protocolo de
soroneutralizacdo induziu a liberagdo de citocinas dos perfis Thl, Th2, Th17 e Treg, enquanto
o0 protocolo de vacinacdo induziu a uma resposta Thl. Os resultados indicam que o extrato do
dorso pode ser usado como alternativa ao extrato do ferrdo (ou em conjunto) na producédo de
imunobioldgicos nos tratamentos por envenenamentos de arraias de agua doce.

Palavras-chave: Potamotrygonideos; ferrdo; envenenamentos; antiveneno;
soroneutralizacdo.



ABSTRACT

Stingray, belonging to the Potamotrygoninae subfamily are cartilaginous fish which are found
in the watersheds of South America. These animals are provided with stingers at the base of
the tail, suitable for their defense. The sting is covered by a tegument sheath containing
mucous glands and venom. The victims often suffer poisonings by stingrays when they step
on the animal's dorsum, hidden under the sand, on the edge of the beach. Consequently, the
stingray moves tail abruptly and inserts the stinger on the victim, causing an extremely
painful laceration, which usually leads to tissue necrosis. Accidents usually occur in distant
and isolated places, usually without adequate medical care, so they are almost always not
notified. There is no defined and effective therapy for these poisoning and health
professionals not received adequate training to control this type of accident. The treatment is
based on the use of analgesics, anti-inflammatories and antibiotics, as there is no specific
antidote. Although medical procedures are able to control the clinical status of patients, the
neutralization of toxins would be the ideal conduit to prevent the induction of signs and
symptoms of poisoning by freshwater stingrays. In order to obtain an immunobiological able
to neutralize the main effects induced by the poison, the present study aimed to analyze the
neutralization, by hyperimmune sera, of the edematogenic and myotoxic activities induced by
the poison of Potamotrygon motoro. Serums were obtained in Balb/c mice by means of
intradermal immunization using either the dorsal extract or stinger extract of P. motoro
adsorbed on aluminum hydroxide adjuvant. By Dot-ELISA and Western Blot analysis, it was
possible to verify that the dorsal extract was as immunogenic as the stinger extract, inducing
high titers of antibodies, which reacted with homologous (of the same species) and
heterologous antigens (dorsum and stinger extracts from the species Paratrygon aiereba,
Plesiotrygon iwamae, Potamotrygon orbignyi and Potamotrygon schroederi, all of
freshwater), indicating that both types of extracts could be used in the production of
antivenom to treat victims of poisoning by freshwater stingrays. From there, the power of the
hyperimmune sera was verified in neutralizing, in vivo, the edematogenic and myotoxic
activities induced by the stinger extract of P. motoro through two protocols: serum
neutralization and vaccination. The first consisted of injecting the venom into the
gastrocnemius muscle of Balb/c mice, and then administering either the antidorsal serum or
the antistinger serum via ophthalmic venous plexus. The second one consisted in immunizing
the mice with the dorsal or stinger extract adsorbed on aluminum hydroxide and challenging
them with the venom of the stinger intramuscularly. The gastrocnemius were removed for
histopathological and stereological analysis and blood was collected via the ophthalmic
venous plexus for cytokine, CRP and CK dosing. Antidorsal and antistinger sera did not
neutralize the edematogenic activity, but the serum neutralization and vaccination protocols
partially neutralized the tissue damage induced by the stinger venom. Systemic
rhabdomyolysis was only neutralized 100% in the animals vaccinated with the stinger extract.
Cytokine analysis indicated that the serum neutralization protocol induced the release of
cytokines from the Thl, Th2, Th17 and Treg profiles, while the vaccination protocol induced
a Thl response. The results indicate that the dorsal extract can be used as an alternative to the
stinger extract (or together) in the production of immunobiologicals in treatments for
freshwater poisoning.

Keywords: Potamotrygonins; sting; poisoning; antivenom; serum neutralization.
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Resumo

Esta é uma revisdo sobre as arraias de agua doce, com énfase em sua biologia,
biodiversidade e os envenenamentos por elas causados. Para a elaboracdo do artigo, foi
realizada uma busca nos portais Periédicos CAPES, ScienceDirect, Scielo, Pubmed e Google
Académico. Foram consideradas 340 publicacbes, de 1952 a 2017, das quais 105 foram
usadas como referéncia bibliografica para esta revisdo. Arraias da subfamilia
Potamotrygoninae sao peixes cartilaginosos que ocorrem nas bacias hidrograficas da América
do Sul. Sédo providos de ferrGes na base da cauda préprios para a defesa do animal. O ferrdo é
coberto por epitélio contendo glandulas mucosas e de veneno. Humanos costumam sofrer
envenenamentos por arraias geralmente quando pisam no dorso do animal, escondido sob a
areia. Por consequéncia, a arraia introduz o ferrdo na vitima, causando um ferimento
extremamente dolorido, que geralmente leva a necrose do tecido. Os envenenamentos
costumam ocorrer em lugares distantes, isolados, geralmente sem atendimento médico
adequado e, portanto, ndo sdo notificados. O tratamento médico é baseado no uso de
analgesicos, anti-inflamatorios e antibioticos, pois ainda ndo existe antidoto especifico para 0s
envenenamentos. Pelo exposto, autoridades de salde publica devem planejar acbes que
focalizem o tratamento e a notificacdo epidemioldgica deste tipo de envenenamento e, assim,
justificar e estimular os 6rgdos competentes a desenvolverem ac¢des de educacdo ambiental,
qualificacdo adequada dos profissionais de satde no tratamento dos acidentados e estudos que
viabilizem a producéo de soroterapia especifica.



Palavras-chave: ~ Potamotrygonideos; = Potamotrygon;  peconha;  veneno;  ferréo;
envenenamentos.

1. Introducgéo

Os animais aquaticos de maior importancia médica sdo os peixes (FUNASA, 2001).
Dentre os principais peixes peconhentos estdo as arraias, que apesar de ndo serem agressivas,
causam um grande numero de envenenamentos nas regides que habitam (Halstead, 1966;
Ericsson et al., 2006; Magalhdes et al., 2008). As arraias peconhentas pertencem a Classe
Chondrichthyes (peixes cartilaginosos), ordem Myliobatiformes (Nelson et al., 2016), sendo a
Unica ordem de arraias providas de ferrdes na cauda, como mostrado na Figura 1 (Lovejoy,
1996; McEachran and Aschliman, 2004). Possuem o corpo achatado dorso-ventralmente, com
os olhos e os espiraculos situados na regido dorsal (Figura 2), e os cinco pares de fendas
branquiais e as nadadeiras pélvicas localizadas na parte ventral (Figura 3).

Figura 1. Ferrdo caudal da arraia de &gua doce Potamotrygon orbignyi. Foto: Wallice
Duncan.



Figura 2. Exemplar de Potamotrygon wallacei, exibindo o espiraculo um pouco abaixo do
olho. Foto: Juliana Lameiras.

Figura 3. Exelr de fémea de Paratrygon aiereba, com a parte ventral exposta, exibindo
os cinco pares de fendas branquiais e as nadadeiras pélvicas. Foto: Juliana Lameiras.




Apresentam ampla distribuicdo geogréfica, 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 (Magalhdes et al., 2008). No Brasil, as
espécies marinhas (Figura 4) estdo distribuidas por toda a costa do Oceano Atlantico, e as

espécies de &gua doce (potamotrygonineos) estdo presentes principalmente nos rios das

regides Norte, Centro-Oeste, Sul, Sudeste (Carvalho et al., 2003) e Nordeste (Rosa et al.,
2010; Rosa and Lasso, 2013).

Figura 4. Exemplares de arraias marinhas do género Hypanus encontradas do litoral
brasileiro. Foto: Juliana Lameiras.

Enquanto h& muitos trabalhos caracterizando as atividades bioldgicas de toxinas de
animais terrestres, ainda ha poucos dados sobre os envenenamentos causados por arraias
(Conceicéo et al., 2006; Magalhdes et al., 2006; Monteiro-dos-Santos et al., 2011; Ziegman
and Alewood, 2015), especialmente em relacdo as espécies dulcicolas, que causam inimeros
envenenamentos na América do Sul (Silva-Jr. et al., 2015), principalmente na regido
Amazonica (Abati et al., 2017). Sendo assim, a presente revisdo teve por objetivo elucidar os
envenenamentos causados pelas arraias de agua doce (subfamilia Potamotrygoninae),
destacando a biodiversidade das espécies e enfatizando os mecanismos de intoxicacao,



manifestacdes clinicas, tratamento, epidemiologia e 0s mais recentes avancos e estudos

cientificos relacionados ao assunto.

2. Metodologia

Para a elaboragéo deste artigo de revisao, foi realizada uma busca de referéncias nos
portais Periédicos CAPES, ScienceDirect, Scielo, Pubmed e Google Académico, utilizando-
se as seguintes palavras-chave: Potamotrygonidae, Potamotrygon, ‘freshwater stingrays’,
‘stingray envenomations’, ‘stingray accidents’, ‘stingray venom’, ‘stingray poisoning’ e
‘stingray antivenom’. Nesta busca foram consideradas 340 publica¢des, do periodo de 1952 a

2017, das quais 105 foram usadas como referéncia bibliografica para esta revisao.

3. Arraias de 4gua doce: biodiversidade, distribuicao geografica e aspectos gerais

Arraias da familia Potamotrygonidae sdo membros bem conhecidos da fauna de peixes
neotropicais mais pelos ferimentos que podem causar do que por suas propriedades biologicas
ou pela historia evolutiva intrigante (Silva and Carvalho, 2011). Atualmente, a familia esta
dividida em duas subfamilias (Figura 5): Styracurinae, subfamilia marinha com duas espécies
validas (Carvalho et al., 2016), e Potamotrygoninae, subfamilia exclusivamente de agua doce,
com 32 espécies validas, distribuidas nos géneros Heliotrygon, Paratrygon, Plesiotrygon e
Potamotrygon (Carvalho, 2016). A Figura 6 representa a atual distribuicdo geogréafica dos
potamotrygonideos.

Heliotrygon (Figura 7) é conhecida por ‘arraia China’ ou “arraia redonda’, pois possui
0 corpo bem circular em comparagdo aos outros géneros, que possuem o corpo mais oval. Seu
ferrdo é extremamente reduzido. Atingem até 60 cm de largura de disco. E uma importante
espécie de peixe ornamental. Ocorre no Rio Amazonas e seus tributarios (Carvalho and
Lovejoy, 2011; Carvalho, 2016).

Em Paratrygon (Figura 8), 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). Individuos adultos podem atingir até 160 cm de largura do disco e pesar até 110 kg
(Carvalho, 2016). Ocorre no norte da Bolivia, leste do Peru e do 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).



Familia Potamotrygonidae |

Subfamilia Styracurinae |

l Subfamilia Potamotrygoninae |

e — r . T |
Género Género Género Género Género
Styracura Heliotrygon Potamotrygon Plesiotrygon Paratrygon
Styracura Heliotrygon | Potamotrygon |_| | Potamotrygon Plesiotrygon I_Par.atngon
schmardae gomesi albimaculata amandae iwamae aiereba
Styracura Heliotrygon | Potamotrygon _| | Potamotrygon Plesiotrygon
pacifica rosai boesemani brachyura hana
Potamotrygon _| | Potamotrygon
constellata falkneri
Potamotrygon _| | Potamotrygon
henlei histrix
Potamotrygon _| | Potamotrygon
humerosa Jjabuti
Potamotrygon _| | Potamotrygon
leopoldi limai
Potamotrygon |_| | Potamotrygon
magdalenae marinae
Potamotrygon |_| | Potamotrygon
motoro ocellata
Potamotrygon _| | Potamotrygon
orbignyi pantanensis
Potamotrygon |_| | Potamotrygon
rex schroederi
Potamotrygon _| | Potamotrygon
schuhmacheri scobina
Potamotrygon |_| | Potamotrygon
signata tatiane
Potamotrygon _| | Potamotrygon
tigrina wallacei
Potamotrygon _|
yepezi

Figura 5. Atual classificacdo da Familia Potamotrygonidae, segundo Carvalho (2016).

Plesiotrygon (Figura 9) é popularmente conhecida como ‘arraia-chicote’, devido a

longa cauda, com ferrdes em posi¢do mediana (Rosa et al., 1987). Podem atingir até 65 cm de

largura do disco (137 cm de comprimento total) e pesar até 15 kg (Carvalho, 2016). O género

¢ endémico para a drenagem Amazonica, do Rio Napo, no Equador, até a foz do Rio

Amazonas, no Parg, inclusive do Baixo Rio Tocantins (Rosa et al., 2010).
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Figura 6. Atual distribuicdo geogréfica da familia Potamotrygonidae. Mapa elaborado pelo
MSc. Erlane da Cunha.

Potamotrygon € o género mais diverso, atualmente com 27 espécies validas (Carvalho,
2016). Apresenta cauda moderadamente robusta e curta, geralmente mais curta que o
comprimento do disco, com ferr6es na por¢do mediodistal (Carvalho et al., 2003). O tamanho

das espécies pode variar de 16 (P. wallacei) a 150 cm de largura do disco (Potamotrygon



brachyura) (Carvalho, 2016). Ocorre em todos 0s paises da América do Sul (exceto o Chile),
nas drenagens dos rios Atrato e Magdalena (Colémbia), Orinoco e Maracaibo (Venezuela),
rios costeiros das Guianas, Suriname, Rio Amazonas e seus afluentes (Bolivia, Brasil,
Colémbia, Equador, Peru, Venezuela), Rio Tocantins (Brasil), bacia do Parana-Paraguai
(Argentina, Brasil, Paraguai e Uruguai) (Rosa et al., 2010) e na bacia do Parnaiba (Ramos et
al., 2014). Espécies como Potamotrygon albimaculata (Figura 10a) e Potamotrygon jabuti
(Figura 10b) ocorrem em rios de aguas claras como o Tapajés (Figura 11b) (Carvalho, 2016).
Ja espécies como Potamotrygon schroederi (Figura 10e) e P. wallacei, conhecida por arraia
cururu (Figura 10f) sdo endémicas do Rio Negro (Figura 11c), enquanto Potamotrygon
motoro (Figura 10c) e Potamotrygon orbignyi (Figura 10d) tém ampla distribuicdo

geogréafica, podendo ser encontradas nas aguas do Rio Amazonas, na foz do Rio Tocantins e

no Arquipélago de Mariug, no Rio Negro (Duncan and Fernandes, 2010; Rosa et al., 2010).

Foto: Akemi Shiuya.

Figura 7. Exemplar de Heliotrygon gomesi.
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Figur 9. xempar e PIsiotrygoiwmae. Foto: Akemi hiya.
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Figura 10. Emplares de arraia dogéero Potamotrygon. A. Potamotrygon albimaculata.
B. Potamotrygon jabuti. C. P. motoro. D. Potamotrygon orbignyi. E. Potamotrygon
schroederi. F. P. wallacei. Fotos A, B e C: Akemi Shibuya. Fotos C, D e E: Wallice Duncan.

Diferente de qualquer outra familia viva de arraias, as espécies de agua doce se
diversificaram nas bacias hidrograficas da América do Sul (Thorson et al., 1983; Lovejoy,
1996; Carvalho et al., 2004; Silva and Carvalho, 2011) provavelmente a partir do género
Styracura (grupo irm&o) durante as incursdes marinhas do Mioceno, h4 aproximadamente 20
milhdes de anos atras (Lovejoy et al., 1998; Lovejoy et al., 2006; Carvalho et al., 2016).

Na Bacia Amazonica, as arraias séo encontradas em todos os tipos de rio (Sioli, 1967),
incluindo rios de agua branca, rica em sedimentos (Figura 11A), &gua clara, pobre em
sedimento (Figura 11B), e &gua preta (Figuras 11C), rica em acidos humicos (Duncan and

Fernandes, 2010; Rosa et al., 2010). Podem viver em habitats Iénticos, como lagos e igap6s
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(Figuras 11D e E), e I6ticos, incluindo fortes correntezas (Almeida et al., 2008; Almeida et al.,
2009) e até mesmo préximo de cachoeiras e corredeiras (Figuras 11F), nos mais diversos
substratos, como fundos arenosos, lodosos e rochosos, como na Figura 12 (Rosa et al., 2010).
Alimentam-se principalmente de pequenos invertebrados (incluindo larvas de insetos,
anelideos, moluscos e crustaceos), peixes 0sseos e até mesmo de bagres (Shibuya et al., 2012;
Shibuya et al., 2016).

As arraias de agua doce sdo um grupo monofilético, compartilhando especializa¢des
morfofisioldgicas unicas, incluindo a pélvis com um grande processo de expansdao mediana
anterior (processo pré-pélvico), sangue com baixas concentracbes de ureia e reducdo da
glandula retal (Rosa et al., 1987; Carvalho et al., 2003; Fontenelle and Carvalho, 2017). S&o
animais estenoalinos e hiperosmoticos em relacdo ao ambiente (Treberg et al., 2006) e
apresentam mecanismos osmo-ionorregulatorios semelhantes aos dos teledsteos (Duncan,
2016). As branquias possuem um eficiente sistema de transporte ativo de sais para a corrente
sanguinea. Além disso, estes animais tém mecanismos para reduzir a perda de sais para 0
ambiente, incluindo um sistema de reabsorcéo de eletrolitos pelos rins. Tais caracteristicas
podem ter sido importantes para a evolucao e tolerancia dos potamotrygonineos ao ambiente
de agua doce (Duncan, 2016).

As arraias de agua doce sdo viviparas aplacentarias (Figura 13) (Thorson et al., 1983;
Garrone Neto, 2010). Os embrides sdo nutridos por uma secrecao rica em lipideos produzida
pela mucosa viliforme do utero materno (trophonemata), caracterizando o modo reprodutivo
como viviparidade matotrofica (Wourms et al., 1988). A gestacdo pode variar de 3 a 9 meses,
dependendo da espécie. As fémeas geralmente sdo maiores que 0s machos e 0 ciclo
reprodutivo parece estar relacionado com o ciclo hidrolégico (Aradjo et al., 2004; Charvet-
Almeida et al., 2005; Garrone Neto, 2010). Assim como as espéecies marinhas, as arraias de
agua doce apresentam baixa fecundidade, maturacdo sexual tardia e crescimento lento,
fazendo com que sejam mais susceptiveis a impactos ambientais (Carrier et al., 2004).

A maioria das arraias de agua doce tem arranjos dorsais coloridos, incluindo ocelos,
padrdes reticulares e marcas vermiformes, que, geralmente, sdo espécie-especifica (Thorson et
al., 1983; Carvalho, 2016) e, por isso, algumas espécies sdo comercializadas como peixes
ornamentais (Duncan et al., 2010), o que tem sido uma ameaga a preservagdo do grupo, uma
vez que, em muitos casos, estes animais sdo capturados e exportados ilegalmente em
condigdes precarias (enrolados em tubos de PVC, por exemplo), fazendo com que a arraia

morra durante o transporte. Além disso, a permanéncia destes animais em cativeiro pode
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torna-los susceptiveis a infecgdo pela enterobactéria Citrobacter freundii, como observado por
Sun et al. (2018).

Figura 11 Diversos amblentes onde ocorrem arralas de agua doce. A. Rlo Sollmoes (agua
branca). B. Rio Tapajos (agua clara). C e D. Rio Negro (agua preta). E. Area de lago. F. Area
de igap6. Fotos A e C: Juliana Lameiras. Foto B: llia dos Santos. Fotos D e E: Maria Lucia
Goes de Araujo. Foto F: Maria Cristina dos Santos.

Outras ameacas a conservacao dos potamotrigonineos sao a deterioracdo e destruicdo
dos seus habitats por dragagens, barragens e minas de ouro, a pesca de subsisténcia para fins

alimentares, a pesca comercial como captura acessoria, a pesca recreativa (ecoturismo) e a
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pesca negativa, na qual o pescador, que captura o animal muitas vezes por engano, pensando
em prevenir futuros envenenamentos, corta a cauda da arraia para devolvé-la ao rio sem o
ferrdo, como na Figura 14 (Araujo et al., 2004; Oliveira et al., 2015). Além disso, em mais da
metade dos casos, 0s pescadores simplesmente sacrificam o animal sem motivo algum, o que
ja esté refletindo no declinio de algumas populagdes de arraias, como, por exemplo, as da
Bacia do Parana (Lucifora et al., 2017). Neste contexto, é importante adotar medidas de
educacdo ambiental com os pescadores para evitar a sobrepesca e dessa forma conservar as
arraias de agua doce (Oliveira et al., 2015).

Apesar de serem limitadas as bacias hidrogréaficas da América do Sul, ja existe registro
da arraia P. motoro fora de seu ambiente natural, ocorrendo no Alto do Reservatério Seletar,
em Cingapura (Ng et al., 2010). Esta espécie foi introduzida neste local devido provavelmente
ao comeércio 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 espécies mais fecundas de
potamotrigonideos, P. motoro tem potencial para ser uma espécie invasora (Charvet-Almeida
et al., 2005; Martin, 2005). Alids, um dos problemas adicionais para a questdo dos
envenenamentos por arraias de agua doce € a importacdo macica dessas espécies para a
Europa, Japdo, Tailandia, China e Estados Unidos. A falta de informacdes sobre os riscos de
como manter estas arraias em um aquario pode resultar em lesdes, as vezes com
consequéncias graves (Schiera et al., 2002). J& existem relatos de envenenamentos na Bélgica
(Van Offel and Stevens, 2000), Italia (Schiera et al., 2002), Alemanha (Mebs, 1980), Franca
(Brisset et al., 2006), Espanha (Picazo and Pastor, 2009) e China (Liang et al., 2018; Ng et al.,
2018).

No Brasil, em S8o Paulo e nos municipios paranaenses e sul-matrogossenses,
localizados as margens do Rio Parand, a montante da cachoeira de Sete-Quedas em Guaira,
Parana, arraias ndo faziam parte da fauna aquética nativa até o final da década de 70, do
século XX. No entanto, com a construgdo da Usina Hidrelétrica de Itaipu, em 1982, a
importante barreira geogréfica representada pelas Sete-Quedas foi submersa, possibilitando a
colonizacdo do trecho situado a montante de Guaira por espécies como P. motoro,
Potamotrygon falkneri e Potamotrygon schuhmacheri, que vém se aproveitando dos canais
artificiais nas barragens da Hidrovia Tieté-Parana para ampliar suas &reas de distribuicg&o,
despertando o interesse de pesquisadores pelos envenenamentos ocorridos com a populagéo
local e com os turistas (Garrone Neto et al., 2007; Garrone Neto and Haddad Jr., 2009;
Garrone Neto and Haddad Jr., 2010).



Figura 12. Arraia de agua doce (Potamotrygon sp.) em seu habitat. Foto: Wallice Duncan.
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Figura 13. A. Momento do nascimento de uma arraia cururu (P. wallacei). B. Neonato de P.
wallacei. Foto: Wallice Duncan.

Curiosamente, arraias também tém uso na medicina tradicional de algumas populacdes
nativas da América do Sul. Em alguns lugares do Brasil, por exemplo, a cauda e a gordura de
algumas espécies sdo usadas no preparo de remédios caseiros para asma, reumatismo, artrite e
“fraqueza” (Alves and Rosa, 2007; Alves et al., 2009). Na Venezuela, ribeirinhos dos rios
Orinoco e Apure extraem o 6leo de figado de arraias, por banho-maria, para uso no tratamento
da gripe (Dao, 1965). Na Amazé6nia Peruana, o 6leo de figado de P. motoro é usado no
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tratamento de doencas bronquicas, tosse, asma, e tendinite e possui atividade anti-inflamatéria
(Schmeda-Hirschmann et al., 2014).

Figura 14. Exemplar de P. motoro captrado no Rio Solim@es. Note que a cauda da arraia
encontra-se mutilada, sem o ferrdo. Foto: Juliana Lameiras.

O histdrico taxondmico dos potamotrygonineos é repleto de equivocos e incertezas
devido ao policromatismo do grupo, que, no passado, levou a descricdo de espécies em
sinonimia e, até hoje, gera davidas durante a identificacdo de espécimes coletados ou
guardados em colecBes (Carvalho et al., 2003; Garrone Neto and Haddad Jr., 2009; Rosa et
al., 2010). Devido ao grande tamanho corporal, ao endemismo de algumas espécies, a
dificuldade de captura e aos riscos com 0 manuseio, 0s potamotrigonineos ainda constituem
uma parcela pouco conhecida da fauna de 4gua doce quando comparados a outros grupos de

animais aquaticos (Garrone Neto and Haddad Jr., 2009; Lameiras et al., 2013).
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4. Ferrao, peconha e muco

Arraias possuem de um a trés ferrdes na base da cauda, que, quando usada na defesa
do animal, funciona como um chicote, causando uma lesé@o severa (Barbaro et al., 2007). Os
ferrdes sdo estruturas afiadas, alongadas e mineralizadas, derivados de denticulos dérmicos
modificados (Garrone Neto and Haddad Jr., 2009), retro-serrados bilateralmente e cobertos
por um epitélio (Figura 15) contendo células produtoras de proteinas que induzem a dor,
inflamacéo e necrose (Pedroso et al., 2007; Silva-Jr. et al., 2015). A distribuicdo dessas
células secretoras, ou glandulas de pegonha, pode diferir de acordo com a espécie (Barbaro et
al., 2007). Os ferrdes costumam ser proporcionais ao tamanho do animal e sdo regenerados a
medida que sdo perdidos (Santos, 1952). A quantidade, o tamanho e a posi¢cdo do ferrdo
diferem entre as familias de Myliobatiformes (Halstead, 1988), caracteristicas que, aliadas aos
habitos das arraias, podem influenciar na ocorréncia e na gravidade dos envenenamentos
(Garrone Neto and Haddad Jr., 2009). Além do ferrdo, algumas espécies apresentam
denticulos na superficie dorsal do disco e numerosos espinhos e tubérculos mineralizados ao
longo da cauda (Figura 16). Estas estruturas também séo capazes de causar envenenamento
(Carvalho et al., 2003).

Histologicamente, os ferrGes das arraias de agua doce sdo diferentes dos ferrfes das
espécies marinhas. Pedroso et al. (2007) mostrou que no ferrdo das espécies de agua doce
existe um numero maior de células secretoras de proteinas (de dois tipos diferentes)
distribuidas por todo o epitélio, enquanto nas espécies marinhas estas células secretoras estdo
apenas ao redor ou dentro dos sulcos ventrolaterais do ferrdo. Segundo os autores, estas
diferengas podem influenciar nos envenenamentos por arraias de agua doce, que, geralmente,
sd80 mais graves e apresentam maior percentagem de necrose que os acidentes causados por
arraias marinhas. Inclusive Barbaro et al. (2007), em estudo com modelo murino, mostra que
0 extrato do ferrdo da arraia de agua doce Potamotrygon falkneri possui maior toxicidade e
provoca mais dor que o extrato do ferrdo da arraia marinha Hypanus guttatus (Last et al.,
2016). As atividades letal, dermonecrética e miotoxica foram detectadas apenas nos extratos
de P. falkneri, ao passo que acdo edematogénica foi similar e dose-dependente em ambos os
extratos.

Algumas arraias de agua doce ja& tiveram a peconha parcialmente caracterizada,
indicando a presenca de fosfolipase A, L-aminodcido oxidases, lectina tipo C,
metaloproteases, serina-proteases (Oliveira-Jr. et al., 2016), hialuronidase (Magalhaes et al.,

2008; Oliveira-Jr. et al., 2016) e pequenos peptideos como orpotrina (vasoconstritor) e porflan
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(Conceicdo et al., 2006; Conceicdo et al., 2009). Inclusive, um estudo ontogenético in vitro
com Potamotrygon leopoldi mostra que a toxicidade da pegonha é maior em espécimes
juvenis, diminuindo durante a maturacdo das arraias, sem que a composicdo da peconha se
altere. Isto acontece provavelmente porque os individuos juvenis sofrem mais predacdo que 0s
adultos (Kirchhoff et al., 2014).

Figura 15. Ferrdo de Potamotrygon sp., coberto com epitélio, em cor escura. Foto: Wallice
Duncan.

Ainda existem poucos dados sobre as atividades bioldgicas dos venenos de arraias de
agua doce. A falta de dados é principalmente devido a dificuldade de se extrair a pegonha,
pois a captura destes animais pode ser perigosa e dificil, dependendo do tamanho do animal,

do horario de captura, do local onde séo capturados e como séo capturados. Além disso, a
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quantidade de veneno que se consegue extrair € minima e o veneno é termolabil, o que
dificulta o seu transporte e conservacdo (Haddad Jr. et al., 2004; Magalhé&es et al., 2006;
Kimura et al., 2014).

- s W

Figura 16. Espinhos caudais de P. motoro. Foto: Juliana Lameiras.

Ensaios in vitro realizados até 0 momento mostram que a pe¢onha das arraias de agua
doce possui atividades gelatinolitica (Haddad Jr. et al., 2004; Barbaro et al., 2007; Monteiro-
dos-Santos et al., 2011; Lameiras et al., 2014), caseinolitica (Haddad Jr. et al., 2004;
Magalh&es et al., 2006; Barbaro et al., 2007; Magalhées, 2017), fibrinolitica (Barbaro et al.,
2007), hialurdnica (Haddad Jr. et al., 2004; Barbaro et al., 2007; Magalhées et al., 2008),
citotoxica para linfoblastos humanos, hemolitica direta e fosfolipasica (Oliveira, 2015;
Magalhdes, 2017), fosfolipasica A, (Barbaro et al., 2007; Oliveira, 2015; Magalhées, 2017),
enzimética sobre 5’-nucleotidase, elastase, colagenase e proteolitica sobre a azocaseina e
azoalbumina (Magalhées, 2017).

Os estudos in vivo evidenciam que a administracdo da peconha causa dor intensa e
induz a uma resposta inflamatéria complexa, com presenca de edema, eritema, alteracdes
microcirculatdrias, recrutamento de leucdcitos, liberacdo de citocinas e quimiocinas
(Monteiro-dos-Santos et al., 2011; Kimura et al., 2014; Kimura et al., 2015), formacgéo de
necrose (Antoniazzi et al., 2011; Lameiras et al., 2014) e induz a atividade hipotensora
quando injetada por via endovenosa (Rodrigues, 1972). Analises histopatoldgicas realizadas
em camundongos indicam que, no sitio de injecdo do veneno, h a presenca de infiltrado

inflamatorio intenso, principalmente de neutréfilos, macréfagos e mastocitos (Antoniazzi et
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al., 2011; Kimura et al., 2014; Lameiras et al., 2014). Além disso, um estudo histopatoldgico
com camundongos injetados no musculo gastrocnémio direito com pecgonha de arraia mostrou
a presenca de lesdo tecidual no mesmo musculo esquerdo, indicando a presenca
miotoxicidade sisttmica (Lameiras et al., 2014). Recentemente, um estudo em camundongos
nocauteados para mastocitos e varios genes envolvidos na resposta inflamatéria demonstrou
que a neutrofilia induzida pela injecdo intraplantar da pegonha de Potamotrygon cf. henlei
pode ser atribuida a liberacdo abundante de 1L-33 por cardiomidcitos, e ndo pelos mediadores
dos mastdcitos (Dos-Santos et al., 2017).

Em adicdo a peconha, as arraias de agua doce produzem um muco espesso, que
recobre todo o corpo do animal, inclusive o ferrdo. O muco, secretado por células mucosas
localizadas na epiderme, é considerado a primeira linha de defesa na imunidade inata dos
peixes (Zhao et al., 2008) e ajuda a manter a areia ou lama aderidas por cima do disco da
arraia quando esta se esconde no substrato, auxiliando na camuflagem do animal (Walker,
2003). O muco contém peptideos antimicrobianos (Monteiro-dos-Santos et al., 2011;
Conceicéo et al., 2012), induz ao envenenamento de forma semelhante ao extrato do ferrdo
(Monteiro-dos-Santos et al., 2011; Lameiras et al.,, 2014) e também pode induzir a
rabdomiolise sistémica (Lameiras et al., 2014). Além disso, a presenca do muco, juntamente
com a pe¢onha, pode potencializar a necrose nos envenenamentos por arraias de dgua doce,

como observado por Magalhées et al. (2006).

5. Envenenamentos por arraias de agua doce: mecanismos de intoxicacdo e

manifestacgdes clinicas

Arraias de agua doce sdo animais de habito benténico, costumando ficar escondidas
sob a areia no fundo dos rios. S&o doceis e, portanto, ndo costumam atacar 0os humanos
(Garrone Neto and Haddad Jr., 2009). No entanto, se sdo acidentalmente pisadas ou tém suas
nadadeiras tocadas, a arraia movimenta a sua cauda abruptamente em comportamento
defensivo, introduzindo, assim, o ferrdo no individuo e causando uma laceracdo irregular
(Magalhé&es et al., 2006).

Os envenenamentos por arraias de agua doce se caracterizam pela acdo inflamatéria
intensa (Antoniazzi et al., 2011; Kimura et al., 2014). A vitima se queixa de dor lancinante,
desproporcional ao tamanho da lesdo (Pardal and Gadelha, 2010). Inicialmente, o ferimento
apresenta eritema e edema e, em pouco tempo, surge uma necrose, causando flacidez do

tecido e formacdo de uma ulcera que evolui lentamente, como visto na Figura 17 (Magalhées
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et al., 2008). O processo de cicatrizagdo costuma ser longo e dificil, podendo durar meses
(Haddad Jr. et al., 2013). Os pacientes também podem apresentar complicacbes como
nauseas, vOmitos, salivacdo, sudorese, depressdo respiratdria, fasciculagdo muscular e
convulsdes (Haddad Jr. et al., 2004). Como um fator agravante, o ferrdo pode quebrar e

provocar a retencgdo de fragmentos de dentina no ferimento (Haddad Jr. et al., 2004). LesGes

letais raramente ocorrem, exceto em casos onde o ferrdo atinge 6rgéos vitais (Garrone Neto
and Haddad Jr., 2009).

‘1 i "
Figura 17. Ferimento por envenenamento com arraia de agua doce. Foto: Frederico Neves.

A gravidade da lesdo também se da pela acdo mecénica do ferrdo, que, além de
introduzir o veneno, possibilita que bactérias presentes na pele da vitima ou na dgua ou no
muco que recobre o corpo das arraias adentrem o ferimento, podendo causar infeccao
secundaria (Figura 18), geralmente por bactérias como Aeromonas spp, Enterobacter cloacae,
Citrobacter freundii, Acinetobacter spp., Pseudomonas spp., Klebsiella spp., Serratia spp.,
Shigella spp. e Enterobacter spp. (Domingos et al., 2011; Torrez et al., 2012).
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Figura 18. Lesdo com necrose e infecgdo secundaria por envenenamento por arraia de dgua
doce da regido Amazonica. Foto: Daniela Maia.

6. Epidemiologia

Apesar dos envenenamentos por arraias de agua doce serem comuns nas comunidades
ribeirinhas da América do Sul (Haddad Jr. et al., 2013; Silva-Jr. et al., 2015), ainda existem
poucos estudos epidemioldgicos a respeito (Garrone Neto and Haddad Jr., 2009). Os
envenenamentos sdo pouco letais, mas extremamente dolorosos e desagradaveis, e como
geralmente ocorrem em areas remotas, quase nunca séo relatados, e, em muitos casos, ndo sao
tratados adequadamente ou sdo tratados apenas com medicina tradicional (Haddad Jr., 2008;
Haddad Jr. et al., 2013). Os envenenamentos sdo ainda mais frequentes na Bacia Amazonica
(Charvet-Almeida et al., 2002), onde constituem um problema de satde publica, embora néo
recebam a mesma atencdo dispensada para os casos de ofidismo e envenenamentos
envolvendo artropodes peconhentos como aranhas e escorpides (Sa-Oliveira et al., 2011). No
Estado do Acre, Norte do Brasil, por exemplo, os acidentes sdo comuns entre indios e
seringueiros (Pierini et al., 1996). Morte como consequéncia direta do envenenamento por

arraia de agua doce ainda ndo foi relatada, mas existem casos de ébitos na Venezuela e no
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Brasil em decorréncia de tétano, pois os acidentados ndo receberam tratamento adequado logo
apos o envenenamento (Dao, 1965; Torrez et al., 2012).

Os envenenamentos por arraias de agua doce apresentam praticamente as mesmas
caracteristicas e sdo mais frequentes durante a vazante dos rios, que geralmente ocorre entre
0s meses de junho a dezembro (Abati et al., 2017). Neste periodo, bancos de areia e praias sdo
formados ao longo dos rios, onde milhares de pessoas realizam atividades recreativas, como,
por exemplo, a praia de Alter-do-Ché&o, no Para (Figura 19) (Haddad Jr., 2008; Haddad Jr. et
al., 2013; Haddad Jr. et al., 2013). Talvez, outro ponto que contribua para o aumento dos
envenenamentos no periodo de seca seja o fato de que neonatos e juvenis de arraias tendem a
permanecer em aguas rasas, proximas a costa, onde provavelmente permanecem protegidos de
predadores de canais (Rosa et al., 2010). Os envenenamentos sdo mais frequentes no horario
da tarde. As vitimas sdo geralmente individuos adultos do sexo masculino que praticam
alguma atividade a beira da praia. As areas anatbmicas mais atingidas sdo 0s membros
inferiores, no caso dos banhistas, e as méos, no caso dos pescadores, que se acidentam ao
manipular o animal ou ao tentar tira-lo da rede de pesca. As vitimas sempre reportam dor
lancinante e o local lesionado apresenta, inicialmente, edema e eritema, seguido, na maioria
das vezes, de necrose isquémica. O ferimento pode demorar meses para cicatrizar. Raramente,
alguns individuos podem manifestar tonturas, mialgia, enxaqueca, febre, sudorese, nduseas e
vomitos. Geralmente, as vitimas ficam com cicatrizes ou sequelas (Piola et al., 2001;
Gutierrez et al., 2004; Haddad Jr. et al., 2004; Garrone Neto and Haddad Jr., 2010; Monteiro-
dos-Santos et al., 2014; Castro et al., 2016; Passos et al., 2016; Abati et al., 2017) e, em
alguns casos, pode ocorrer amputagdo do membro afetado (S&-Oliveira et al., 2011; Monteiro
etal., 2016).

Os envenenamentos por arraias de agua doce, apesar de serem de notificacdo
compulsoria no Brasil desde 2014 (Brasil, 2014), apresentam registros esparsos e pouco
conclusivos em termos de epidemiologia, sintomatologia e medidas terapéuticas empregadas
(Haddad Jr., 2008). Além disso, ndo existe um CID (Classificacdo Internacional de Doengas)
especifico para esse tipo de envenenamento. Diferentemente do que ocorreu com 0s sistemas
de notificacdo para envenenamentos ofidicos e, posteriormente, para 0s casos de araneismo e
escorpionismo, 0s registros sobre envenenamentos por arraias no Brasil sempre foram
relegados a um segundo plano, negligenciado pelos 6rgdos responsaveis pela notificacao,
controle e prevencéo de agravos envolvendo animais peconhentos (Garrone Neto and Haddad

Jr., 2009). Sendo assim, nosso grupo de pesquisa elaborou um sistema de notificacdo para
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acidentes por arraias (SNAA) que, quando validado e implantado, poderd auxiliar na

notificacdo dos envenenamentos (Gualberto et al., 2016).

Figura 19. Praia de Alter-do-Chdo, municipio de Santarém, Estado do Para, Brasil. Nos
meses de julho a dezembro, belissimas praias se formam com a vazante do Rio Tapajos,
atraindo banhistas desavisados que acabam sendo envenenados por arraias. Foto: Maria
Cristina dos Santos.

Em estudo de 84 casos de envenenamentos por arraias ocorridos nos rios Parana,
Paraguai, Araguaia e Tocantins, Haddad Jr. et al. (2004) sugerem que a maioria dos
envenenamentos foi causada pela espécie P. motoro, seguida de Potamotrygon falkneri e
Potamotrygon orbignyi, pois estas arraias sdo frequentemente coletadas nestes rios. Inclusive,
em um relato de caso de envenenamento por arraia no Rio Araguaia, a vitima, apesar do
estresse da situacdo, foi capaz de detectar e observar a arraia (0 que é incomum), identificada
posteriormente como um adulto de P. motoro com aproximadamente 60 cm de largura do
disco (Silva-Jr. et al., 2015). P. motoro e P. orbignyi também parecem estar relacionadas a
muitos casos de envenenamentos em comunidades indigenas da Colémbia (Haddad Jr. et al.,
2013). Uma analise epidemioldgica de envenenamentos por arraias nos municipios de Penalva

e Viana, Estado do Maranhdo, também indica P. motoro como a espécie causadora dos
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envenenamentos em todos os 40 casos estudados (Costa, 2017). Os sintomas mais relatados
nestes casos foram dor e edema e 70% dos acidentados apresentaram necrose cutanea. Alguns
individuos chegaram a sofrer envenenamento mais de uma vez. Talvez, P. motoro seja uma
das espécies mais causadora de envenenamentos por ser uma espécie muito fecunda (Charvet-
Almeida et al., 2005) e por apresentar ampla distribuicdo geografica, sendo encontrada na
maioria dos sistemas de dgua doce da América do Sul (Loboda and Carvalho, 2013).

7. Tratamento

Até o momento, ndo ha uma terapia definitiva e realmente funcional para o0s
envenenamentos por arraias e 0s profissionais de saide geralmente ndo recebem treinamento
adequado para cuidar deste tipo de envenenamento. Também nao ha um antiveneno especifico
para o tratamento das lesdes. A abordagem terapéutica é sintomatica, baseada no uso de
analgésicos, anti-inflamatorios e antibidticos para prevenir infeccdo secundaria (Garrone Neto
and Haddad Jr., 2009).

Nos envenenamentos por arraia, € recomendado, inicialmente, que o ferimento seja
lavado em agua corrente ou solugdo salina, a fim de remover a maior quantidade possivel de
toxina e restos do tegumento do ferrdo. Em seguida, o0 membro ferido deve ser emerso em
agua morna (entre 45 e 60°C). Com essa medida, é esperado um alivio da dor entre 30 e 90
minutos, pois algumas toxinas que compdem o0s venenos das arraias sdo termolabeis e devem
ser inativadas com esse procedimento. Exploracéo cirdrgica do ferimento pode ser realizada
para a retirada de restos de tecido e possiveis fragmentos do ferrdo, visiveis em exame de
raio-X. Importante ressaltar que os anestésicos locais ndo podem conter adrenalina, por causar
vasoconstricdo cutanea, aumentando ainda mais o risco de necrose. Outros procedimentos
importantes compreendem o uso de antibidticos sistémicos de amplo espectro em casos de
pacientes com lesGes profundas e necrosadas, imunizacao antitetanica e o uso de analgésicos
sistémicos, inclusive opiaceos, se o controle da dor ndo for obtido nas primeiras duas horas.
Pacientes com perfuracdes abdominais ou toracicas devem receber atendimento médico
imediatamente, pois ha risco de morte nestes casos. As complicacdes da fase cronica séo
tratadas com as condutas de cicatrizacdo de Ulceras crbnicas: repouso, lavagem com agua e
sabdo, sedativo e antibidtico terapia tdpica. O uso de corticosteroides sistémicos €
controverso, pois estas drogas aumentam o tempo de cicatrizacdo do ferimento (Pardal, 2009;
Garrone Neto and Haddad Jr., 2010).
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O fato dos envenenamentos ocorrerem, geralmente, longe dos centros de salde e de
ndo haver tratamento especifico faz com que os acidentados busquem solugdes caseiras para
minimizar os sintomas clinicos, colocando, sobre o ferimento, ervas medicinais, 0leos e
cascas vegetais, sebo de carneiro, borra de café, fumo, pelo de guaxinim queimado, gordura
de arraia, seiva de bananeira, limao, alcool, diesel, querosene, gasolina, e, nos casos mais
bizarros, saliva, urina e até fezes humanas (Sa-Oliveira et al., 2011; Lameiras et al., 2013;
Costa, 2017). Além disso, em algumas comunidades ribeirinhas do Brasil, a populacao
recomenda que o ferimento seja colocado em contato com uma genitalia feminina (Garrone
Neto and Haddad Jr., 2009). Obviamente, esses tratamentos ndo sdo recomendados, pois
podem agravar ainda mais a lesdo (Sa-Oliveira et al., 2011; Lameiras et al., 2013).

Embora os procedimentos médicos mencionados anteriormente sejam capazes de
controlar o quadro clinico dos pacientes, a neutralizacdo das toxinas locais e circulantes seria
a conduta ideal para impedir a inducdo dos sinais e sintomas apresentados nos
envenenamentos por arraias de agua doce (Garrone Neto and Haddad Jr., 2009). Segundo
recomendacdo da WHO (2007), a soroterapia € o tratamento indicado para individuos
acidentados por animais peconhentos, como serpentes, aranhas, escorpides e peixes. No
entanto, infelizmente, ndo ha estudo que justifique a produgdo de antiveneno para arraias,
devido ao pequeno numero acidentes reportados. Por isso a importancia da notificacdo dos
casos de acidentes e de estudos mais aprofundados sobre atividades biolédgicas induzidas

pelos venenos de arraias (Garrone Neto and Haddad Jr., 2009).

8. Producéo de antiveneno

Na busca da obtencdo de imunobioldgicos especificos para 0s envenenamentos por
arraias e outros peixes peconhentos, alguns pesquisadores vém trabalhando e alguns
resultados ja estdo sendo divulgados. Em estudo com arraias marinhas realizado por Russell
(1972), foi observada a neutralizagdo da letalidade do veneno de Urobatis halleri (testado em
camundongos) com soro (preparado em cavalo) contra os venenos das arraias Myliobatis
californicus e Urobatis castexi.

Para a neutralizacdo das atividades bioldgicas induzidas pela peconha de peixes,
Soliani (2008) obteve, em camundongos, soros monoespecificos para as espécies
Thalassophryne nattereri (niquim), Cathorops spixii (bagre amarelo), Scorpaena plumieri
(peixe escorpido) e Potamotrygon gr. orbignyi (arraia dulcicola). Pela juncdo de um

miligrama de 1gG veneno-especifica de cada soro monoespecifico, foi produzido o soro
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poliespecifico, que foi avaliado frente as principais atividades toxicas induzidas pelos venenos
dessas mesmas espécies utilizadas para a producdo dos soros monoespecificos. Esse soro
poliespecifico foi capaz de neutralizar parcialmente as seguintes atividades: a miotoxicidade
induzida pelo veneno de C. spixii, a dor causada pelo veneno de Potamotrygon gr. orbignyi, o
edema formado pelo veneno de S. plumieri e totalmente a inflamacgéo pulmonar induzida pelo
veneno de S. plumieri.

Por outro lado, Thomazi (2016) imunizou camundongos com 0 muco do dorso
Paratrygon aiereba irradiado por raios gama de ®®Co. Apés a imunizacdo, esses camundongos
foram testados frente a atividade edematogénica induzida pelo muco do P. aiereba, P. orbigyi
e Potamotrygon henlei e os anticorpos circulantes ndo foram capazes de neutralizar essa
atividade.

Pesquisas indicam que os soros antiarraia de agua doce apresentam altos titulos de
anticorpos que reconhecem fortemente as pe¢conhas homdlogas e heter6logas de outras arraias
de agua doce (Thomazi, 2016; Lameiras et al., 2017) e de uma espécie de arraia marinha
(Barbaro et al., 2007). Porém, os anticorpos obtidos ndo reconhecem, no veneno,
componentes de baixo peso molecular que apresentam atividade enzimatica (Barbaro et al.,
2007; Lameiras et al., 2017). Como titulos de anticorpos ndo indicam a eficicia do soro, séo
necessarios mais testes in vivo para avaliar o poder de neutralizagdo frente aos efeitos local e

sistémico induzido pelos venenos de arraias de 4gua doce (Lameiras et al., 2017).

9. Consideracoes finais

Os envenenamentos por arraias de &gua doce sdo muito temidos pelas populacdes
ribeirinhas da Ameérica do Sul, pois estdo quase sempre associados a casos de incapacidade
fisica temporaria (ou permanente), além de causarem muita dor e desconforto para os
acidentados. A documentagdo detalhada desses envenenamentos € rara, pois, na maioria das
vezes, ocorre em lugares distantes e isolados, como em rios que cortam a floresta Amazonica,
0 que contribui para a falta de conhecimento sobre esse tema (Haddad Jr. et al., 2004). Essa
subnotificagdo mostra que as autoridades de saude publica devem incluir em seus
planejamentos acdes que possam registrar 0S envenenamentos por arraias e, assim, estimular
0s 6rgdos competentes a desenvolverem acdes de educacdo ambiental, qualificagdo adequada
de profissionais de saude no tratamento de acidentados e estudos que viabilizem a producéo

de imunobiologicos especificos (Sa-Oliveira et al., 2011).
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ABSTRACT

In this study, two mouse hyperimmune sera were produced, one using extract from the stinger
of the stingray Potamotrygon motoro and the other using extract from the dorsal region of the
same species and their cross-reactivity with extracts from the following species of stingrays from
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the Amazon basin was investigated using Western blot and dot ELISA: Paratrygon aiereba,

Plesiotrygon iwamae, Potamotrygon orbignyi and Potamotrygon schroederi. The results show that
the dorsal extract was as immunogenic as the stinger extract and induced high levels of anti-
bodies, which reacted with homologous and heterologous antigens, indicating that both types
of extract may be suitable for use in the production of antivenom to treat victims of envenom-

ation by stingrays.

Introduction

Venomous fishes include stingrays, which although
not aggressive cause many cases of envenomation
(Halstead 1966, Ericsson et al. 2006, Magalhaes et al.
2008). Freshwater stingrays belong to the family
Potamotrygonidae, subfamily Potamotrygoninae
(Carvalho 2016) and include the species Paratrygon
aiereba, Plesiotrygon iwamae, Potamotrygon motoro,
Potamotrygon orbignyi and Potamotrygon schroederi
(Figure 1). The stingrays P. aiereba, P. orbignyi and P.
motoro can be found in the basins of the Amazon,
Tocantins and Negro Rivers (Rosa et al. 2010, Monteiro
et al. 2016), while P. schroederi is endemic in the basin
of the Negro River and P. iwamae is found in the
Amazon and Napo River Basins, in Ecuador, up to the
mouth of the Amazon, in the state of Pard, as well as
in the lower Tocantins River (Rosa et al. 2010).
Freshwater stingrays have benthic habits, are not
aggressive and do not usually attack humans (Neto
and Haddad Jr. 2009). However, they have one to
three stingers at the base of the tail which, when used

KEYWORDS
Potamotrigonins; freshwater
stingrays; envenomations;
biological; antivenom

in self-defense, act as a whip and cause an irregular
laceration (Magalhaes et al. 2006). The stingers are
sharp, elongate mineralized structures derived from
modified dermal denticles (Neto and Haddad Jr. 2009)
with bilateral backward-pointing serrations covered by
an integumentary sheath with a ventrolateral glandu-
lar groove. The toxins are produced by specialized
cells along the whole epithelium (Monteiro-dos-Santos
et al. 2011, Kimura et al. 2014). In fact, there is no spe-
cific venom gland, and it is the supernatant of the
extract obtained from the epithelium covering the
stinger that is referred to as venom (Kimura et al.
2014). In addition to venom, freshwater stingrays pro-
duce a thick mucus that covers the animal’s whole
body, including the stinger. This mucus, which is
secreted by mucous cells in the epidermis and is con-
sidered the first line of immune defense in these ani-
mals (Zhao et al. 2008), also exhibits toxic activity
(Monteiro-dos-Santos et al. 2011, Lameiras et al. 2014).

The envenomations are characterized by intense
inflammatory reaction and the victims complain of a
searing pain (Silva-Jr. et al. 2015) out of proportion to
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Figure 1. Specimens of stingrays of the Potamotrygonidae family. A. Paratrygon aiereba. B. Plesiotrygon iwamae. C. Potamotrygon
motoro. D. Potamotrygon schroederi. E. Potamotrygon orbignyi. A and B photographs by Akemi Shibuya. C photograph by Juliana
Lameiras. D and E photographs by Wallice Duncan. Scale bar = 10cm.

the size of the wound (Pardal and Gadelha 2010).
Erythema and edema appear around the wound,
which is followed by necrosis, causing flaccidity in the
affected area and the formation of a deep, slowly
developing ulcer (Haddad Jr. et al. 2004).

Freshwater stingray envenomations are rarely
reported, as they usually occur in remote, isolated
areas (Haddad Jr. et al. 2004). In the Amazon Forest,
the situation is even worse, as the riverine and indi-
genous communities generally live in very remote
areas far from health centers, making it difficult to
treat victims’ wounds (Monteiro et al. 2016). As a
result, members of these communities look to alterna-
tive therapies to minimize the clinical symptoms,
including the use of warm water to relieve the intense
pain, urine, herbs, plant-based oils, mutton tallow, cof-
fee grounds and, in more bizarre cases, diesel or kero-
sene (Sa-Oliveira et al. 2011, Lameiras et al. 2013).
These treatments are not recommended as they can
aggravate the clinical symptoms (Lameiras et al. 2013,
Monteiro et al. 2016).

There is no antidote or specific antivenom for fresh-
water stingray envenomation, and medical therapy is

usually based on the use of analgesics and anti-inflam-
matory agents and antibiotics to prevent secondary
infection (Neto and Haddad Jr. 2010).

In an attempt to identify a more effective treatment
for the victims of freshwater stingray envenomations,
this study sought to produce hyperimmune sera using
mucus and tissue extracts from the dorsal region and
stinger of Potamotrygon motoro and to investigate
cross-reactivity between these antivenoms and the
dorsal and stinger extracts of the most important
stingray species in the Amazon basin.

Material and methods
Collection and preparation of the venoms

Authorization to collect stingrays was provided by
the Chico Mendes Institute for the Conservation of
Biodiversity ~ (ICMBio) under the  Biodiversity
Authorization and Information System (SISBIO) ref. no.
45289-2. Figure 2 shows where the stingrays were col-
lected. Specimens of P. schroederi (n=4) and P.
orbignyi (n=1) were collected in Cuba Lake in the
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Paratrygon aiereba were collected. States of Amazonas and Pard, Brazil. Map elaborated by Erlane da Cunha.

Negro River basin (0°56'25.9”S 62°55'57.4"W) in the
municipality of Barcelos in the state of Amazonas.
Specimens of P. aiereba (n=6) were collected in the
Tapajos River in Alter do Chao, a district in the munici-
pality of Santarém, Para State (2°30'16.6”S
55°01'59.8"W). Specimens of P. iwamae (n=4) and P.
motoro (n=6) were collected in the Solimoes River
basin, in Janauacd Lake (3°22'54.8"S 60°18'01.3"W,
Municipality of Manaquiri) and Curarizinho channel
(3°18'42.6"S 59°59'02.4"W, Municipality of Careiro da
Varzea), respectively. The dorsal region and stinger
of the stingrays were scraped separately with a
scalpel and the material collected was transported
in liquid nitrogen to Manaus. Then, all samples
were mixed with (phosphate buffered saline) pH 7.4
and centrifuged at 6000 rpm for 15 min. Supernatants
were lyophilized and stored at —20°C until use.
Sample protein concentration was determined by the
Bradford (1976) using bovine serum albumin as
standard.

Preparation of the antivenoms

To produce hyperimmune anti-Potomotrygon motoro
dorsal and anti-Potomotrygon motoro stinger sera

(APmD and APmS, respectively), 20 two-month-old
Swiss mice from the animal colony at the Amazonia
Biotechnology Center (CBA) with ad libitum access to
food and water were used. The study was approved
by the Committee for Ethics in Animal Research at the
National Amazonian Research Institute (INPA) under
ref. no. 018/2014. The procedures involving mice were
performed in accordance with national legislation, the
ethical principles of the Brazilian Society for Science in
Laboratory Animals (SBCAL) and the resolutions of the
National Council for the Control of Animal
Experimentation (CONCEA).

The first group received dorsal extract (mucus and
tissue) of P. motoro (200 pg) adsorbed on aluminum
hydroxide adjuvant [AI(OH)s], and the second group
received a mixture of stinger extract (mucus and tis-
sue) of P. motoro (200 pg) also adsorbed on Al(OH)s.
Immunization and booster doses were administered
subcutaneously at seven-day interval following Dos-
Santos et al. (1988). On the 38th day, blood samples
were collected from the ocular venous plexi of the
mice to titrate the antibodies. The samples, which
were collected without anticoagulant, were centri-
fuged at 5000 rpm at room temperature and the sera
were stored at —20 °C until use.
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Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE)

Analysis of the proteins in the dorsal and stinger
extracts from P aiereba, P. iwamae, P. motoro, P.
orbignyi and P. schroederi was performed by SDS-
PAGE following Laemmli (1970) with a 14% resolving
gel and 5% stacking gel at 100mV for approximately
3h. A total of 50ug of protein was used from each
sample in the proportion 1:1 (v/v) with nonreducing
sample buffer. The following proteins (7uL each)
were used as molecular weight markers: myosin
(203kDa), P-galactosidase (114kDa), bovine serum
albumin (73 kDa), ovalbumin (47 kDa), carbonic anhy-
drase (34kDa), soybean trypsin inhibitor (27 kDa),
lysozyme (18kDa) and aprotinin (6kDa) (Bio Rad®
Prestained Broad Range SDS-PAGE Standards, USA,
catalog no. 161-0318). The protein bands were visual-
ized by staining the gels for 24h in a solution con-
taining 450ml of ethanol p.a, 450ml of distilled
water, 100ml of glacial acetic acid p.a. and
Coomassie Brilliant Blue R-250 (BioRad®, USA, cat #
161-0400). The same solution but without Coomassie
Blue was used to destain the gel.

Zymography

Zymography was used to test for gelatinolytic
enzymes in the dorsal and stinger extracts from P.
aiereba, P. iwamae, P. motoro, P. orbignyi and P.
schroederi following Monteiro-dos-Santos et al. (2011).
SDS-PAGE was performed under the same conditions
as those described previously, but with gelatin at a
concentration of 2mg/mL incorporated into the gel.
After the run, the gels were washed for 30min in
buffer solution containing 50mM Tris-HCI, 5mM
calcium chloride and 2.5% Triton X-100. After the
wash, the gels were immersed in the incubation buf-
fer (50mM Tris-HCl, 5mM calcium chloride, 2.5%
Triton X-100 and 0.02% sodium azide) at 37°C for
16 h. The gel was then stained for 24h in Coomassie
Blue and gently destained for 30 min. The presence
of transparent bands in the gels indicated proteolytic
activity.

Detection of cross-reactivity by western blot

Western blot was performed following Dos-Santos
et al. (1989), to investigate whether the two sera
(APmD and APmS) cross reacted with the stinger and
dorsal extracts from P. aiereba, P. iwamae, P. orbignyi
and P. schroederi. The samples were separated by
SDS-PAGE, and after the run, the proteins in the gel
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were transferred onto nitrocellulose membranes
(Bio-Rad®, USA, cat # 162-0115) using a Mini Trans-
Blot® cell (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA) at
200 mA for three hours. The membranes were then
blocked for 24h at 4°C with 5% Molico® skim milk
(Nestlé) in a phosphate-buffered saline pH 7.5 (PBS)
solution and incubated with the APmD or APmS
sera for one hour at room temperature. After
five washes with PBS, they were incubated with per-
oxidase-conjugated goat anti-mouse IgG (Thermo
Fisher Scientific®) for over an hour, washed five times
with PBS and the antigen-antibody reaction was
visualized by using H,O, as substrate and 3,3'-
diaminobenzidine (DAB - Bio-Rad®) as chromogen,
both diluted in PBS.

Antibody titration by dot-ELISA

Antibody titration was performed following Towbin
and Gordon (1984). Dorsal and stinger extracts from P.
aiereba, P. iwamae, P. motoro, P. orbignyi and P. schroe-
deri (2 uL containing 2 pg of protein) were applied to
stripes of nitrocellulose membranes. The membranes
were then placed in 5% Molico® skim milk (Nestlé) for
24h at 4°C to block unspecific binding sites. Serial
dilutions of APmD or APmS in PBS were added to
each membrane (1:1.000, 1:2000, 1:4000, 1:8000,
1:16.000, 1:32.000, 1:64.000, 1:128.00 and 1:256.000),
and the membranes were incubated for one hour with
APmD or APmS. They were then washed five times
with PBS, incubated with peroxidase-conjugated
goat anti-mouse IgG (Thermo Fisher Scientific® for
over an hour and washed five times with PBS.
Antigen-antibody reactions were visualized as
described above.

Results
Protein and enzyme profiles

All the dorsal and stinger extracts from P. motoro, P.
orbignyi, P. schroederi, P. aiereba and P. iwamae pro-
duced various protein bands, the majority between 6
and 27 kDa (Figure 3) and a weak 114kDa band. The
protein profiles for the dorsal extracts from P. schroe-
deri and P. aiereba were different from those for the
stinger extracts.

Figure 4 shows the results of zymography. All the
extracts contained enzymes that could cleave gelatin,
the majority between 73 and 203kDa. However,
the dorsal and stinger extracts from P. motoro and P.
iwamae had more enzymes with gelatinolytic activity,
especially an intense and diffuse 18 kDa band.
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Figure 3. SDS-PAGE electrophoretic profiles of dorsal and stinger extracts from Potamotrygon motoro, Potamotrygon orbignyi,
Potamotrygon schroederi, Paratygon aiereba and Plesiotrygon iwamae. d = dorsal extract. s = stinger extract.
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Figure 4. Zymogram showing gelatinolytic components of dorsal and stinger extracts from Potamotrygon motoro, Potamotrygon
schroederi, Potamotrygon orbignyi, Paratygon aiereba and Plesiotrygon iwamae. d = dorsal extract. s = stinger extract.
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Figure 5. Western blot showing cross-reactivity between APmD antibodies and dorsal and stinger extracts from Potamotrygon
motoro, Potamotrygon orbignyi, Potamotrygon schroederi, Paratygon aiereba and Plesiotrygon iwamae. d = dorsal extract. s = stinger

extract.

Cross reactivity

Figure 5 shows that the antibodies in the APmD-rec-
ognized proteins in the dorsal and stinger extracts
from all species studied, mainly above 27 kDa. A pro-
tein band with a molecular mass of approximately
70 kDa was visible for all the homologous and heterol-
ogous extracts apart from the extract from the stinger
of P. aiereba. For the genus Potamotrygon, 40kDa
bands and those above 114 kDa were observed for all
the extracts, including the extract from the stinger of
P. aiereba. A band of approximately 20 kDa was visible
only in the extracts from P. schroederi. Bands corre-
sponding to molecular masses of more than 203 kDa
were also observed.

Figure 6 shows the cross reactions between the
APmS antibodies and the dorsal and stinger extracts
from P. orbignyi, P. schroederi, P. aiereba and P. iwa-
mae. The APmS antibodies reacted with the same pro-
tein bands as the APmD antibodies, but more
intensely, and showed the low-molecular-mass bands
more clearly, particularly those with the homologous
antigens (P. motoro). The APmS and APmD antibodies
failed to recognize most bands with a molecular
weight of less than 27 kDa in all the extracts analyzed.
This is a very important point, as these components
may be toxic and contribute to envenomation by
freshwater stingrays.

Titration of antibodies in APmD and APmS

APmD and APmS had high titers of antibodies against
homologous and heterologous antigens. However, the
titers for APmS were higher than those for APmD
apart from the titer with dorsal extract of P. iwamae.

The highest titers using APmD (Table 1) were
observed with stinger extracts from P. orbignyi and
dorsal extracts from P. iwamae (1:128,000), and the
lowest with dorsal extracts from P. schroederi and P.
aiereba and stinger extracts from P. aiereba and P. iwa-
mae (1:32,000). While APmS had higher titers against
dorsal extract from rays of the same species and
stinger extracts from rays of the same genus, P.
orbignyi and P. schroederi (1:256,000), cross reactivity
with P. schroederi dorsal extract and P. iwamae dorsal
and stinger extract was less intense (1:64,000).

Discussion

Lameiras et al. (2014) showed that dorsal and stinger
extracts from Plesiotrygon iwamae and Potamotrygon
motoro from the Solimoes River induced systemic
rhabdomyolysis in Balb/c mice. Histopathological ana-
lysis after 24h showed coagulative tissue necrosis,
muscle fiber regeneration and the presence of inflam-
matory infiltrates including neutrophils, macrophages
and a small number of eosinophils and lymphocytes.
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Figure 6. Western blot showing cross-reactivity between APmS antibodies and dorsal and stinger extracts from Potamotrygon
motoro, Potamotrygon orbignyi, Potamotrygon schroederi, Paratrygon aiereba and Plesiotrygon iwamae. d = dorsal extract. s = stinger

extract.

Table 1. APmD and APmS antibody titrations.

Type of extract and species

Anti-P. motoro dorsal serum*

Anti-P. motoro stinger serum*

Potamotrygon motoro stinger extract
Potamotrygon motoro dorsal extract
Potamotrygon orbignyi stinger extract
Potamotrygon orbignyi dorsal extract
Potamotrygon schroederi stinger extract
Potamotrygon schroederi dorsal extract
Paratygon aiereba stinger extract
Paratygon aiereba dorsal extract
Plesiotrygon iwamae stinger extract
Plesiotrygon iwamae dorsal extract

1:64,000 1:128,000
1:64,000 1:256,000
1:128,000 1:256,000
1:64,000 1:128,000
1:64,000 1:256,000
1:32,000 1:64,000
1:32,000 1:128,000
1:32,000 1:128,000
1:32,000 1:64,000
1:128,000 1:64,000

*Values correspond to the endpoints of the titrations.

In a study with Swiss mice, Barbaro et al. (2007), found
that Potamotrygon falkneri extract induced myotoxicity,
which was reflected in an increase in serum total cre-
atine kinase (CK) activity.

One of the few reports of the myotoxic activity of
stingray venom in human was published by Masson
et al. (2012). Myotoxic activity was evidenced by the
increase in serum total CK and CK-MB (heart muscle)
activity in an individual injured in the arm by a marine
stingray probably of Dasyatis family. The authors also
showed an increase in C-reactive protein, suggesting a
systemic inflammatory response. Like the finding of
myotoxicity in mice in a previous study by our group
Lameiras et al. (2014), their findings indicate possible
systemic myotoxicity in humans.

As systemic rhabdomyolysis can lead to complica-
tions such as acute kidney failure and as there is no
effective treatment or specific antivenom for victims of
envenomations involving freshwater stingrays, we
decided to develop hyperimmune sera using dorsal
and stinger extracts from P. motoro. This species was
chosen because it has the widest geographic distribu-
tion of all the potamotrygonins and is found in most
South American freshwater systems, such as the basins
of the Amazon, Orinoco, Parana-Paraguay and
Uruguay Rivers, as well as the Mearim system in the
north of Brazil (Loboda and Carvalho 2013).

Dorsal extract from freshwater stingrays has a simi-
lar chemical composition to that of stinger extract and
can induce the same effects when tested in vivo
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(Monteiro-dos-Santos et al. 2011, Lameiras et al. 2014).
For this reason and because it can be obtained in
larger quantities, dorsal extract was also investigated
in the present study.

The intense inflammatory reaction observed in
envenomations involving freshwater stingrays suggests
that homeostasis of the extracellular matrix is dis-
turbed, probably because of the many proteolytic
components in the venom of these stingrays (Barbaro
et al. 2007). We found gelatinolytic enzymes in dorsal
and stinger extracts from all the stingrays investigated,
corroborating the findings of other studies (Haddad Jr.
et al. 2004, Barbaro et al. 2007, Monteiro-dos-Santos
et al. 2011). These authors suggest that the venom of
freshwater stingrays may break down the proteins in
conjunctive tissue and the extracellular matrix, leading
to tissue lesion and inducing the release of mediators
involved in nociception.

Magalhaes et al. (2006) found that under non-reduc-
ing conditions the electrophoretic profile of stinger
mucus from Potamotrygon gr. orbignyi has a broad
band starting at 15kDa and two separate bands, one
at 66.2kDa and another close to 25kDa. We obtained
similar results, as P. orbignyi stinger extract had an
intense band at around 18 kDa. However, we observed
another intense diffuse band at around 10kDa. SDS-
PAGE of Potamotrygon falkneri stinger extract (Haddad
Jr. et al. 2004, Barbaro et al. 2007, Oliveira 2015) under
nonreducing conditions revealed protein bands at 12
and 22kDa, an intense and diffuse band between
43 and 65 kDa and various other components between
15 and 130kDa, as well as gelatinolytic and caseino-
lytic components with molecular masses above 80 and
100 kDa. These studies corroborate our results as we
found that all the dorsal and stinger extracts from all
the stingrays studied had more intense protein bands
between 6 and 27kDa and many proteolytic compo-
nents above 73 kDa.

Studies with marine stingrays also report the pres-
ence of various high-molecular-mass proteolytic com-
ponents in stinger mucus (Barbaro et al. 2007, Kumar
et al. 2011, Vennila et al. 2011), as observed in the pro-
tein profiles of freshwater stingrays in the present
study and that such components are found in the
mucus covering these animals. These similarities could
be justified by the recent evolutionary history of the
potamotrygonins, which diversified in the South
American freshwater environment (Thorson et al. 1983,
Lovejoy 1996, Carvalho et al. 2004, 2011) from a sister
group of the genus Styracura during marine incursions
in the Miocene approximately 20 million years ago
(Lovejoy et al. 1998, 2006, Carvalho et al. 2016). This
could also justify the similarities between the protein
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profiles of the different genera of freshwater stingrays
in the present study.

An interesting finding of the present study was
that protein profiles of stingray venoms, like those of
snake venoms (Chippaux et al. 1991), vary between
populations from different locations. This was
observed for the extracts from P. motoro, for which
the electrophoretic profiles differed from those
observed by Magalhaes et al. (2008) and Lameiras
et al. (2014).

Both P. motoro extracts were immunogenic and
induced high levels of antibodies, which reacted
strongly with homologous and heterologous antigens,
as observed in a study using dorsal and stinger mucus
of P. aiereba (Thomazi 2016) and in a study of anti-
genic cross-reactivity between P. falkneri and Hypanus
guttatus tissue extracts (Barbaro et al. 2007). In our
findings, while these antibodies reacted more strongly
with high-molecular-mass proteins in all dorsal and
stinger extracts studied, proteins below 27kDa,
although detected by electrophoresis and zymography
were only weakly recognized by the antibodies in the
WB, as seen in Barbaro et al. (2007). Nevertheless, as
antibody titer does not indicate the effectiveness of
neutralization, in vivo tests are required to evaluate
the power of these sera against the local and likely
systemic effects induced by freshwater stingrays
venom.

Considering that the dorsal extract was as immuno-
genic as the stinger extract, inducing the production
of antibodies which recognizing stinger venom anti-
gens, can induce envenomation in in vivo tests, can be
obtained in larger quantities and it is easier to collect,
reducing the risk of envenomation to the researcher, it
could be used as an alternative to stinger extract (or
along with it) in the production of biologicals for stud-
ies on potential treatments for victims of freshwater
stingray envenomation.
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Resumo

Arraias de agua doce sdo peixes cartilaginosos providos de ferrdes na base da cauda. O ferrdo
é coberto por epitélio contendo glandulas mucosas e de veneno. Humanos costumam sofrer
envenenamentos por estas arraias geralmente quando pisam no dorso do animal, escondido
sob a areia. Consequentemente, a arraia introduz o ferrdo na vitima, causando um ferimento
extremamente dolorido, que geralmente leva a necrose do tecido. O tratamento é baseado no
uso de analgésicos, anti-inflamatorios e antibioticos, pois ainda ndo existe um antiveneno
especifico para 0s envenenamentos por arraias de agua doce. Pelo exposto, 0 presente estudo
teve por objetivo analisar a neutralizag@o das atividades edematogénica e miotoxica induzidas
pela peconha da arraia Potamotrygon motoro por meio de dois protocolos: o de
soroneutralizacdo, utilizando os soros de camundongos hiperimunes antidorso ou antiferrdo de
P. motoro ou de vacinagdo com os extratos do dorso ou do ferrdo dessa espécie. O protocolo
de soroneutralizagdo consistiu em injetar a peconha via intramuscular (gastrocnémio), e, em
seguida, ministrar ou o soro antidorso ou o soro antiferrdo via plexo venoso oftalmico. Ja o
protocolo de vacinacdo consistiu em imunizar os camundongos com o extrato do dorso ou do
ferrdo adsorvidos em hidroxido de aluminio e desafia-los com a pegonha via intramuscular.
Os gastrocnémios foram removidos para andlise histopatoldgica e esterologica e o sangue,
coletado via plexo venoso oftdlmico para dosagem de citocinas, PCR e CK. Os protocolos de
soroneutralizacdo e vacinacdo com o0s soros antidorso e antiferrdo ndo neutralizaram as
atividades edematogénica e miotoxica sob as condi¢cBes experimentais adotadas. A
rabdomiolise sistémica sé foi neutralizada 100% nos animais vacinados com o extrato do
ferrdo. A andlise das citocinas indicou que o protocolo de soroneutralizacdo induziu a
liberacdo de citocinas dos perfis Thl, Th2, Th17 e Treg, enquanto o protocolo de vacinacéo
induziu a uma resposta Th1.

Palavras-chave: Potamotrygon, arraias de agua doce, envenenamentos, soro, ferrdo,
soroneutralizagéo.

1. Introducéo

Arraias de agua doce (Chondrichthyes — Potamotrygoninae) sdo peixes de habito
bentdnico que possuem de um a trés ferrGes na base da cauda. O ferrdo é uma estrutura afiada,
alongada e mineralizada, derivada de denticulo dérmico modificado (Garrone Neto and
Haddad Jr., 2009), retro-serrada bilateralmente e coberta por um epitélio contendo células
produtoras de proteinas que induzem a dor, inflamacéo e necrose (Pedroso et al., 2007; Silva-
Jr.etal., 2015).

Os acidentes com arraias geralmente acontecem quando as pessoas, ao realizar alguma
atividade a beira da praia, pisam no animal, escondido sob a areia do rio (Garrone Neto and
Haddad Jr., 2009). Nesse momento, a arraia movimenta a cauda em comportamento
defensivo, introduzindo, assim, o ferrdo na vitima e causando uma laceracdo irregular
(Magalhées et al., 2006).
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Os envenenamentos por arraias de agua doce se caracterizam pela acdo inflamatéria
intensa (Antoniazzi et al., 2011; Kimura et al., 2014). As vitimas quase sempre se queixam de
dor lancinante, desproporcional ao tamanho da lesdo (Pardal and Gadelha, 2010).
Inicialmente, o ferimento apresenta eritema e edema e, em pouco tempo, surge uma necrose,
causando flacidez do tecido e formacdo de uma Ulcera que evolui lentamente (Magalhdes et
al., 2008). O processo de cicatrizagdo costuma ser longo e dificil, podendo durar meses
(Haddad Jr. et al., 2013). Os pacientes também podem apresentar complicacbes como
nauseas, vomitos, salivacdo, sudorese, depressdo respiratoria, fasciculacdo muscular e
convulsbes (Haddad Jr. et al., 2004). Como um fator agravante, o ferrdo pode quebrar no
momento do acidente e provocar a retencdo de fragmentos no ferimento (Haddad Jr. et al.,
2004). Geralmente, as vitimas ficam com cicatrizes ou sequelas (Haddad Jr. et al., 2004;
Garrone Neto and Haddad Jr., 2010; Abati et al., 2017). Em casos onde ndo ha tratamento
adequado, pode ocorrer até amputacdo do membro afetado (Sa-Oliveira et al., 2011; Monteiro
et al., 2016). LesOes letais raramente ocorrem, exceto em casos onde o ferrdo atinge 6rgaos
vitais (Garrone Neto and Haddad Jr., 2009).

Ainda que sejam pouco letais, 0os envenenamentos sdo extremamente dolorosos e
desagradaveis, pois podem deixar a pessoa incapacitada por meses (Haddad Jr. et al., 2013).
Como geralmente ocorrem em &reas remotas, quase nunca séo relatados, e, em muitos casos,
nédo séo tratados corretamente ou sdo tratados apenas com medicina tradicional (Haddad Jr.,
2008; Haddad Jr. et al., 2013). As pessoas acabam buscando solucdes caseiras para minimizar
0s sintomas clinicos, como o uso de ervas medicinais, 0leos e cascas vegetais, sebo de
carneiro, borra de café, seiva de bananeira, limdo, alcool, e até mesmo diesel, querosene ou
gasolina (Sa-Oliveira et al., 2011; Lameiras et al., 2013; Costa, 2017). Obviamente, esses
tratamentos ndo sdo recomendados, pois podem agravar a lesdo (Sa-Oliveira et al., 2011;
Lameiras et al., 2013).

Até o momento, ndo ha antiveneno especifico para o tratamento das lesGes em
envenenamentos por arraias. A abordagem terapéutica é sintomatica, baseada no uso agua
morna para aliviar a dor, analgésicos, anti-inflamatdrios e antibidticos para prevenir infeccéo
secundaria (Garrone Neto and Haddad Jr., 2009).

Embora os procedimentos médicos sejam capazes de controlar o quadro clinico dos
pacientes, a neutralizacdo das toxinas seria a conduta ideal para impedir a indugdo dos
sintomas (Garrone Neto and Haddad Jr., 2009). Segundo recomendacdo da WHO (2007), a
soroterapia € o tratamento mais indicado para individuos acidentados por animais

peconhentos. Existem estudos mostrando a eficicia de soros experimentais em neutralizar a
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peconha de alguns peixes (teledsteos), como o niquim (Thalassophryne nattereri) (Lopes-
Ferreira et al., 1998; Lopes-Ferreira et al., 2000), o peixe-escorpido (Scorpaena plumieri)
(Gomes et al., 2011) e ja existem soros sendo produzidos comercialmente, como no caso do
peixe-pedra (Synanceia sp.) (Darlene and Phee-Kheng, 2013; Ziegman and Alewood, 2015).

Em relagcdo aos estudo com soro contra peconha de arraia, Russell (1972) observou a
neutralizacdo da letalidade da peconha da arraia Urobatis halleri, em camundongos, com soro
de cavalo contra os venenos das arraias marinhas Myliobatis californicus e Urobatis castexi.
Quanto as pesquisas voltadas para soro contra a peconha das arraias de agua doce, estudos
apontam que a peconha é imunogénica, induzindo a altos titulos de anticorpos que possuem
reatividade cruzada, in vitro, com a peconha de outras espécies de arraias de &gua e uma
especie marinha (Barbaro et al., 2007; Thomazi, 2016; Lameiras et al., 2017).

Pelo exposto, o presente estudo teve por objetivo analisar a neutralizacdo das
atividades edematogénica e miotoxica induzidas pela peconha da arraia de agua doce P.
motoro por meio de soros hiperimunes ou da vacinagdo a partir do extrato de muco que
recobre o dorso ou o ferrdo do animal, uma vez que o soro antidorso reconhece componentes

presentes no extrato do ferrdo (Lameiras et al., 2017).

2. Material e métodos

2.1 Coleta e preparo dos venenos

A autorizagdo para coletar as arraias de agua doce foi fornecida pelo Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade — ICMBIo, pelo Sistema de Autorizagéo e
Informacdo em Biodiversidade a Biodiversidade — SISBIO (ref. n0.45289-2). Os espécimes
de Potamotrygon motoro (n=14) foram coletados no Rio Solimdes, Parana do Curarizinho
(3°18'42.6"S 59°59'02.4"W), Municipio de Careiro da Varzea. A regido dorsal e o ferrdo das
arraias foram raspados separadamente com um bisturi e o material coletado foi transportado
em nitrogénio liquido. Apos, as amostras foram misturadas com solucdo salina tamponada
com fosfato (PBS pH 7,4) e centrifugadas a 5000 rpm, durante 10 minutos, a temperatura
ambiente. Os sobrenadantes foram liofilizados e armazenados em -20° C até o uso. As
concentragdes de proteina das amostras foram determinadas pelo método de Bradford (1976),

utilizando-se albumina de soro bovino como proteina padrao.
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2.2 Animais dos experimentos

Para a realizacdo dos experimentos, foram usados camundongos Balb/c fémeas,
provenientes do Biotério Central do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia — INPA,
com acesso a agua e alimento ad libitum. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal do INPA (ref. no. 018/2014). Os procedimentos envolvendo 0s animais
foram realizados de acordo com a legislacdo nacional e principios éticos da Sociedade
Brasileira de Ciéncias de Animais de Laboratdérios (SBCAL) e nas resolugdes do Conselho

Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

2.3 Obtencdo dos antivenenenos

Para a producédo dos soros hiperimunes antidorso (SAD) e antiferrdo (SAF) de P.
motoro, foram usados 20 camundongos Balb/c entre cento e oitenta e duzentos e dez dias de
idade. Um grupo (n=10) recebeu extrato de tecido e muco do dorso de P. motoro (200 ug)
adsorvido em hidroxido de aluminio [Al(OH);] utilizado como adjuvante e o outro grupo
(n=10) recebeu o extrato de muco e tecido do ferrdo (pe¢onha) de P. motoro (200 pg) também
adsorvido em AI(OH)s. A dose de imunizagéo e as doses reforgo foram administradas por via
subcutanea a cada sete dias de acordo com Dos-Santos et al. (1988), totalizando 5 doses. No
29° dia, amostras de sangue foram coletadas sem anticoagulante pelo plexo venoso oftalmico
dos camundongos para a obtencdo dos soros e titulacdo dos anticorpos dos mesmos por Dot-
ELISA, de acordo com Towbin and Gordon (1984) e modificado por de Lameiras et al.
(2017). Apos, os camundongos foram eutanasiados com 100 pl de solucdo de cetamina 5% e
xilazina 2% 1:1 (v/v) via intraperitoneal. As amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por

cinco minutos, a temperatura ambiente e os soros foram armazenados em -20° C até o uso.

2.4 Cinética da formacao do edema e obtencdo da dose minima edematogénica (DME)

Para a cinética da formacdo do edema e determinacdo da DME para o experimento de
neutralizacdo do edema pelo SAD ou SAF, camundongos Balb/c (n=4/grupo) provenientes do
Biotério Central do INPA, receberam, na pata traseira direita (i.pl.), amostras de 50 ul dos
extratos do ferrdo de P. motoro, nas doses de 5, 10 e 15 ug, e, na pata esquerda, 50 ul de
salina estéril (veiculo). O edema foi quantificado pelas medidas das espessuras das patas

traseiras direita e esquerda nos tempos de 20 e 35 minutos, uma hora, uma hora e trinta



51

minutos, quatro e vinte e quatro horas apds a injecdo do extrato do ferrdo, com o auxilio de
um paquimetro digital (Mitutoyo Sul Americana, SP, Brasil). Os valores em mm foram

transformados em porcentagem pela equacao:

Ed %) = Epd — Epe
ema ) = Epex 100

Onde Epd ¢ a espessura da pata direita e Epe é a espessura da pata esquerda.
2.5 Neutralizagéo da atividade edematogénica

Para verificar a eficAcia do SAD ou SAF em neutralizar a atividade edematogénica,
camundongos Balb/c fémeas (n=4/grupo) foram injetados com 50 ul contendo duas DME (30
ug) do extrato do ferrdo de P. motoro (via i.p.) na pata traseira direita e, na pata esquerda,
injetados com 50 pl de salina estéril (controle negativo). Pelo plexo oftdlmico venoso, um
grupo recebeu apenas salina estéril (controle positivo), um recebeu 100 ul do SAD e 0 outro
recebeu 100 ul do SAF. O edema foi quantificado pela medida das espessuras das patas
direita e esquerda com o auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo Sul Americana, SP,
Brasil) nos tempos de 20 e 35 minutos, 1 hora e 30 minutos, 3 e 24 horas apds as injecoes e 0s

valores em mm foram transformados em porcentagem pela equacéo no item anterior.
2.6 Neutralizacao da atividade miotoxica

A neutralizacdo da atividade miotoxica pelo SAD ou SAF foi avaliada em
camundongos Balb/c fémeas, conforme desenho experimental da Tabela 1 (n=4/grupo). A
dose ministrada nos camundongos desafiados com o extrato do ferrdo de P. motoro foi a de
400 pg, pois é a dose minima capaz de induzir a reagdo inflamatdria intensa e necrose,
conforme Barbaro et al. (2007). No 26° dia de imunizacdo, amostras de sangue foram obtidas
via plexo venoso oftalmico para a titulacdo dos anticorpos por Dot-ELISA dos grupos
vacinados com o extrato do dorso (VD) ou do ferrédo (VF) frente ao extrato do ferréo de P.
motoro. No 29° dia, vinte e quatro horas apds os tratamentos, amostras de sangue foram
obtidas novamente via plexo venoso oftalmico para dosagem de citocinas, creatina cinase
(CK) e da Proteina C-reativa (PCR) a partir dos soros. Em seguida, os camundongos foram

eutanasiados com 100 pl de solugdo de cetamina 5% e xilazina 2% 1:1 (v/v) via
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intraperitoneal e os musculos gastrocnémios direito (musculo teste, que recebeu ou salina ou
extrato de ferrdo) e esquerdo (musculo contralateral saudavel, que ndo recebeu nenhum
tratamento ou veiculo, indicador da acdo miotdxica sisttmica) de todos os camundongos
foram retirados e fixados em formol tamponado 10%, por 5 dias, a temperatura ambiente, para

posterior analise histopatoldgica e estereoldgica.

Tabela 1. Desenho experimental adotado para a avaliagdo de neutralizagdo da atividade
miotdxica induzida pelo extrato do ferrdo de Potamotrygon motoro pelo SAD ou SAF.

Tratamentos 19, 8% 15°% ¢ 22° dia (via 28° dia (via musculo gastrocnémio direito)
Grupos subcutanea)
Controle negativo (C-)  100ul de salina 50pl de salina
z% Controle positivo (C+)  100ul de salina 400pg do extrato do ferrdo em 50uL de salina
% Tratamento com o soro  100ul de salina 400pg do extrato do ferrdo em 50uL de salina
% antidorso (SAD) + 100uL de SAD via plexo venoso oftalmico
§ Tratamento com o soro  100ul de salina 400pg de extrato do ferrdo em 50uL de salina
” antiferrdo (SAF) + 100puL de SAF via plexo venoso oftalmico
Hidréxido/salina (HS) ~ 50ul de AI(OH); + 50ul de 50pl de salina
salina
Hidrdxido/salina + 50ul de AI(OH); + 50ul de 400pg de extrato do ferrdo em 50pL de salina
‘% veneno (HSV) salina
§ Vacinagdo com o 30ug do extrato do dorso em 400ug de extrato do ferrdo 50pL de salina
>

extrato do dorso (VD) 100pl de Al(OH);3
Vacinagdo com o 30ug do extrato do ferrdo em 400ug de extrato do ferrdo 50uL de salina
extrato do ferrdo (VF) 100pl de Al(OH);3

2.6.1 Densidade de volume (volume relativo, Vv) — andlise histopatoldgica e estereoldgica

Apls o periodo de fixacdo, todos os musculos coletados foram processados
histologicamente e emblocados em historesina (Technovit® 7100 [2-hydroxyethyl
methacrylate], Heraeus Kulzer, Germany). Cortes histologicos de Sum de espessura foram
corados com H.E (hematoxilina e eosina) para observagéo e porcentagem do dano tecidual, e
azul de toluidina/fucsina para a visualizacdo e contagem de neutrofilos e mastocitos
(granulados e ndo granulados). Todos os procedimentos adotados para 0 processamento
histoldgico do material estdo adaptados de Kiernan (2015).

A porcentagem de dano tecidual foi obtida pelo sistema de contagem de pontos

(Howard and Reed, 2010). Para tal, em uma primeira etapa, cada secdo histoldgica foi
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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 anélise de imagens
ImageJ (Schneider et al., 2012) 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. O nimero total de quadrantes contendo tecido muscular foi contado e,
em seguida, esse valor foi divido pelo nimero de campos de vista a ser analisado na se¢édo
histolégica. De 10 a 12 campos/se¢do foram selecionados para andlise. Essa abordagem
permite a selecdo de campos de vista de forma aleatéria e evita a interferéncia do observador,
é eficiente e minimiza o vies nos resultados (Gundersen and @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 fotomicroscopio Leica DM500, cAmera Leica
ICC50 W.

Na etapa seguinte, cada imagem (10 a 12 por secdo) foi quantificada quanto a
porcentagem de alteracfes teciduais observadas. O programa de analise 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. A porcentagem de volume ocupado por

cada componente em relacdo ao espaco de referéncia (tecido muscular) foi calculada como:

M

Pcomp

Vv(componente, espaco de referéncia) =
P ref

e

I
[iN

Onde Vv € a densidade de volume (volume fracional ou densidade relativa) de
determinado componente, Pcomp € a somatéria de pontos que tocam determinado
componente e Pref é a somatéria de pontos que tocam o espaco de referéncia (tecido
muscular). Os componentes avaliados foram: rabdomiolise (necrose de coagulagdo ou
liquefativa), derrame hemorragico, vacuolizacdo (degeneragdo hidrdpica), infiltrado
inflamatdrio agudo e musculo saudavel (sem dano tecidual aparente).

Para a quantificacdo dos mastdcitos e células polimorfonucleares (PMNSs), as secOes

foram fotografadas em baixo aumento. Em seguida, utilizando-se o programa ImageJ 1.451,
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para evitar possiveis vieses de selecdo e aferimento, selecionou-se aleatoriamente campos de
vista. Estes foram fotografados em maior aumento, produzindo entre 15 a 20 imagens por
animal. As imagens foram codificadas, 0 que proporcionou uma analise as cegas, de maneira
que a pessoa responsavel pela contagem nao soubesse de qual animal as laminas pertenciam e
ndo alterassem inconscientemente os valores. Em seguida, um sistema teste composto por
molduras (frames), area de contagem de 1024 um?, contendo linhas continuas e tracejadas foi
sobreposto as imagens por meio do programa IMOD 4.5. As células observadas no interior da
moldura eram contadas somente quando ndo tocavam as linhas continuas. Para a
diferenciacdo dos mastdcitos degranulados dos granulados, usou-se a técnica descrita por
Laufer (2002). Os mastocitos foram considerados degranulados quando apresentavam
granulos salientes a partir da membrana celular, granulos liberados em vesiculas alterando a
continuidade da membrana celular, membrana celular rompida com granulos livres na
proximidade ou metacromasia desigual, quando a célula perde a coloragdo azul-violeta para

assumir uma coloragdo mais clara (tons de rosa).
2.6.2 Analises bioquimicas e dosagem de citocinas

As andlises bioquimicas de CK total e PCR das amostras de soro dos camundongos
foram realizadas no equipamento automatizado para testes de quimica clinica Roche®, modelo
Cobas c111, pelo principio de medicdo da fotometria de absorbancia, uma metodologia
comum nas andlises de enzimas, substratos e proteinas especificas.

A dosagem de citocinas das amostras de soro foi realizada pela técnica de Citometria
de Fluxo CBA (Cytometric Bead Array) com o Kit BD™ Mouse Th1/Th2/Th17 CBA (Cat.
N° 560485, Lot.: 4345943, BD® Biosciences, San Diego, CA, USA), segundo instrucdes do
fabricante. As citocinas quantificadas foram: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y ¢ TNF-o.
Para o célculo das concentragfes das citocinas (valores em pg/mL), foi utilizado o software
FCAP-ArrayTM (v3.0.1).

2.7 Analise estatistica

Para as analises estatisticas univariadas, utilizou-se o programa Prisma (GraphPad
Software, Inc. USA). Todos os valores foram apresentados como média + desvio padrdo. Os

resultados foram analisados por meio de ANOVA (analise de variancia one-way), exceto o
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edema, que foi analisado por meio de ANOVA two-way. O teste paramétrico de multiplas
comparacOes de Tukey foi utilizado para comparar os valores médios entre os tratamentos. As
analises foram feitas separadamente para o protocolo de soroneutralizacdo com 0S SOros
antidorso e antiferrdo de P. motoro (SAD e SAF), tendo como controles os grupos C- e C+, e
para o protocolo de vacinagdo com os extratos do dorso e do ferrdo de P. motoro (VD e VF),
tendo o grupo HS (hidroxido + salina) como controle negativo e o grupo HSV (hidroxido +
salina + veneno) como controle positivo. Alternativamente, o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney foi empregado quando apropriado. O limite de confianca estabelecido para os testes
foi de 5%. Para as analises estatisticas multivariadas, utilizou-se o programa PAST-
PAleontological STatistics, version 3.14 (Hammer, 2013) que reduziu a analise de 18
varidveis para apenas dois componentes principais (PCA). Essa estratégia possibilitou
explorar as relacbes das variaveis deste estudo e seus comportamentos nos diferentes
tratamentos. Adicionalmente, foi aplicada analise de agrupamento hierarquico para evidenciar

as similaridades entre os tratamentos.

3. Resultados

3.1 Titulagéo dos soros antidorso e antiferréo

Os soros hiperimunes antidorso e antiferrdo (SAD e SAF) produzidos apresentaram
anticorpos na titulacdo de 1:64.000 e estes soros integros (sem o isolamento dos anticorpos)
foram usados nos experimentos de neutralizacdo das atividades edematogénica e miotoxica

induzidas pelo extrato do ferrdo de P. motoro.

3.2 Cinética e neutralizacéo da atividade edematogénica

A Figura 1A indica a cinética da formacdo do edema de pata induzido pelo extrato do
ferrdo de P. motoro. O pico do edema ocorreu em 20 minutos apos a injecdo. A Dose Minima
Edematogénica (DME), que induziu aumento do volume da pata maior que 30% em relacéo
ao do tempo zero (inicial), foi a dose de 15 pg. A dose de desafio para a neutralizagéo do
edema pelo SAD e SAF foi de duas vezes a DME (30 ug). Os edemas induzidos pelas doses
de 5, 10 e 15 pg ndo apresentaram diferenca estatistica nos tempos avaliados, exceto em trinta
e cinco minutos, onde a dose de 5 pg induziu a um edema significativamente menor que as

doses de 10 e 15 pg (p = 0,0038 e 0,0011, respectivamente). A Figura 1B apresenta a
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neutralizacdo da atividade edematogénica pelo SAD e SAF. Os soros ndo foram capazes de
neutralizar a atividade edematogénica induzida pelos 30 ug de extrato do ferrdo de P. motoro

nos tempos observados.
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Figura 1. A. Cinética da atividade edematogénica induzida pelo extrato do ferrdo de P.
motoro. B. Neutralizacdo da atividade edematogénica pelos soros antidorso (SAD) e
antiferrdo (SAF) de P. motoro. **p <0,01.

3.3 Neutralizacdo da miotoxicidade: analise qualitativa

Os soros colhidos no 26° dia do experimento de neutralizacdo (item 2.6) mostrou que
0s camundongos dos grupos vacinados com o extrato do dorso (VD) e o extrato do ferrdo
(VF) de P. motoro apresentaram titulos de anticorpos em 1:64.000 e 1:128.000,
respectivamente. Os camundongos que receberam apenas salina ou hidroxido de aluminio +
salina no decorrer do experimento ndo apresentaram titulos de anticorpos para o extrato do
ferrdo.

As Figuras 2, 3 e 4 ilustram a andlise histopatol6gica dos camundongos apds 0s
protocolos de soroneutralizacdo e vacinagdo. Vinte e quatro horas apos a injecdo de salina
estéril ou de extrato do ferrdo de P. motoro no musculo gastrocnémio, os camundongos do
grupo controle negativo (C-) apresentaram derme com moderado infiltrado inflamatorio e
tecido muscular compativel com a histologia normal, isto €, sarcoplasma com estriacdes
preservadas e nucleos periféricos em formato fusiforme ou ovoide (Figura 3A).

Os camundongos do protocolo de soroneutralizacdo [grupo controle positivo (C+) e
grupos tratados com os soros antidorso e antiferrdo (SAD e SAF)], e do protocolo de
vacinacdo [grupo que recebeu hidroxido de aluminio e salina estéril (HS), hidroxido de

aluminio, salina e veneno (HSV) e grupo vacinados com o extrato do dorso (VD) ou do ferrdo
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(VF)] apresentaram tecido subcuténeo caracterizado por células adiposas entremeadas por
finas fibras colédgenas dispostas frouxamente e exsudato inflamatério agudo (Figura 2),
caracterizado pela presenca de células polimorfonucleares (principalmente neutrofilos),
macrofagos, linfocitos (Figura 3B) e mastécitos (Figura 3C), além de numerosos vasos

sanguineos congestos, de diferentes calibres (Figura 3B) e areas de extravasamento de

eritrocitos, caracterizando focos de derrames hemorragicos, exceto no grupos HS e HSV
(Figura 3D).

) LIIY

S— S mninds -

Figura 2. Corte histolégico em baixo aumento de musculo gastrocnémio injetado com o
extrato do ferrdo de P. motoro, apresentando tecido subcutaneo (ts) caracterizado por células
adiposas (a) entremeadas por exsudato inflamatério agudo (e), além de numerosos vasos
sanguineos congestos (v). Na camada superior esta e epiderme (ep) e a derme (d) e, mais
profundamente, tecido muscular (m). Colorag&o: H.E.
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Figura 3. Efeito da injecdo de extrato do ferrdo de P. motoro na pele e no musculo de
camundongo. A. Gastrocnémio de camundongo do grupo controle negativo apresentando
tecido muscular com estriacfes preservadas e ndcleos periféricos em formato fusiforme ou
ovoide (setas). B. Exsudato inflamatorio agudo caracterizado pela presenca de neutrofilos
(retdngulo tracejado), macrofagos (cabeca de seta) e vasos sanguineos congestos de diferentes
calibres (v). C. Mastocitos ao centro da imagem, exibindo o ndcleo em tom azul e numerosos
granulos em violeta. Coloragdo em azul de toluidina/fucsina. D. Area de extravasamento de
eritrocitos (asterico), caracterizando derrame hemorragico. Imagens A, B e D em H.E.

Esse padrdo de vasos hiperemiados (Figura 4A) e exsudato inflamatério se estendeu
até a camada muscular, envolvendo epimisio, perimisio e endomisio das fibras. Algumas
regibes musculares também apresentaram focos compativeis com vacuolizacdo (degeneracéo
hidropica) (Figura 4B) e rabdomidlise, confirmada pela presenca de focos de necrose
liquefativa (Figura 4C), caracterizada pela presenca de restos necroticos de fibras musculares
e abundante acumulo de células inflamatérias polimorfonucleares, além de linfocitos e
macrofagos, indicando abscesso, e areas predominantemente em necrose de coagulacao, com
padrdo de citoplasma eosinofilico e nucleos em picnose, cariorrexe ou caridlise com

preservacdo dos contornos celulares (Figura 4D).
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Figura 4. Efeito da injecdo de extrato do ferrdo de P. motoro em musculo de camundongo. A.
Vasos hiperemiados meio ao tecido muscular. B. Regido muscular compativel com
degeneracdo hidropica (dh). C. Necrose liquefativa (nl) caracterizada pela presencga de restos
necréticos de fibras musculares e abundante acumulo de células inflamatorias
polimorfonucleares, além de linfécitos e macréfagos, indicando abscesso. D. Areas em
necrose de coagulacdo (nc) com preservacdo dos contornos celulares e presenca de infiltrado
inflamatdrio. Coloragdo: H.E.

3.4 Neutralizacdo da miotoxicidade: analise quantitativa

Os gastrocnémios teste dos camundongos do protocolo de soroneutralizacdo e dos
camundongos do protocolo de vacinagdo ndo diferiram quanto ao volume de rabdomidlise
(Figura 5A), vacuolizacdo (Figura 5C), derrame hemorragico (Figura 5D), infiltrado
inflamatorio agudo (Figura 5E), volume de musculo saudavel (Figura 5G) e volume de dano
total (soma do volume de rabdomidlise, vacuolizagdo e derrame hemorragico - Figura 5F).

Em relacdo aos gastrocnémios contralaterais, somente os grupos C+, SAD, SAF, HSV
e VD, injetados via intramuscular com a dose de 400 pg do extrato do ferrdo de P. motoro,
apresentaram rabdomiolise em porcentagem muito menor que 0s gastrocnémios teste (Figura
5B), indicando que o extrato induziu a miotoxicidade sistémica nos camundongos Balb/c. No

entanto, os gastrocnémios contralaterais ndo apresentaram derrame hemorragico. Ainda nos
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tratamentos com 0s soros hiperimunes, 0s gastrocnémios contralaterais do grupo SAD
apresentaram infiltrado inflamatério agudo (0,23 + 0,36 %) e fibras musculares com
vacuolizacdo (0,08 £ 0,17 %) e o grupo SAF apresentou somente infiltrado inflamatorio
agudo (0,06 £ 0,12 %). A porcentagem de musculo saudavel dos gastrocnémios contralaterais
ndo apresentou diferenca entre todos os grupos analisados (Figura 5H). Os gastrocnémios
contralaterais dos camundongos do grupo VF ndo apresentaram dano tecidual ou presenca de
infiltrado inflamatorio, indicando que o protocolo de vacinacdo a partir do extrato do ferréo
foi eficaz em neutralizar a atividade miotoxica sistémica induzida pela peconha de P. motoro.
Os valores de celulas polimorfonucleares (PMNs) ndo apresentaram diferencas
significativas entre os camundongos do protocolo de soroneutralizagdo ou de vacinacéo, tanto
nos gastrocnémios teste quanto nos contralaterais (Figuras 6A e B). Quanto ao nimero total
de mastdcitos, somente o0s gastrocnémios teste do grupo SAF apresentaram valores
significativamente menores em relagdo ao grupo C- (Figura 6C). Em relacdo aos mastocitos
granulados, os grupos C+, SAD e SAF também apresentaram valores menores em relagdo ao
grupo C- (Figura 6E). N&o houve diferenca entre os valores de mastdcitos degranulados dos
gastrocnémios teste (Figura 6G) e entre os valores de mastocitos totais, granulados e

degranulados dos gastrocnémios contralaterais de todos os grupos (Figuras 6D, F e H).
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Figura 5. Andlise estereoldgica dos gastrocnémios teste e contralaterais dos camundongos
tratados com os soros antidorso ou antiferrdo e vacinados com os extratos do dorso ou do
ferrdo de P. motoro. A. Porcentagem de rabdomiolise dos gastrocnémios teste. B.
Porcentagem de rabdomiolise dos gastrocnémios contralaterais. C. Porcentagem de
vacuolizagdo dos gastrocnémios teste. D. Porcentagem de derrame hemorragico dos
gastrocnémios teste. E. Porcentagem de infiltrado inflamatorio agudo dos gastrocnémios teste.
F. Porcentagem de dano total dos gastrocnémios teste. G. Porcentagem de musculo saudavel
dos gastrocnémios teste. H. Porcentagem de tecido muscular saudavel dos gastrocnémios
contralaterais.
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Figura 6. Valores de neutrofilos e mastdcitos dos camundongos tratados com 0s soros
hiperimunes e vacinados com os extratos do ferrdo ou do dorso de P. motoro. A. Valores de

células polimorfonucleares (PMNs) dos gastrocnémios teste.

B. Valores de células

polimorfonucleares dos gastrocnémios contralaterais. C. Valores totais de mastdcitos dos
gastrocnémios teste. D. Valores totais de mastocitos dos gastrocnémios contralaterais. E.
Valores de mastdcitos granulados dos gastrocnémios teste. F. Valores de mastocitos
granulados dos gastrocnémios contralaterais. G. Valores de mastocitos degranulados dos
gastrocnémios teste. H. Valores de mastocitos degranulados dos gastrocnémios contralaterais.
*p < 0,05 ¢ **p < 0,01.
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3.5 Analises bioquimicas

O grupo controle positivo (C+) apresentou niveis de CK maiores em comparacao ao
grupo controle negativo (C-) e ao grupo tratado com o soro antidorso (SAD), e 0 grupo
tratado com o soro antiferrdo (SAF) apresentou valores maiores de CK em relagéo ao grupo
C- (Figura 7A). O grupo vacinado com o extrato do dorso (VD) apresentou niveis maiores de

PCR em relagéo ao grupo hidroxido, veneno e salina (HSV) (Figura 7B).
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Figura 7. Anélises bioquimicas dos soros dos camundongos tratados com 0S SOros

hiperimunes ou vacinados com o extrato do dorso ou do ferrdo de P. motoro. A. Dosagem de
CK (creatina cinase). B. Dosagem de PCR (proteina C reativa). *p < 0,05 e **p <0,01.

3.6 Citocinas

Os grupos do protocolo de soroneutralizagdo e de vacinacdo ndo apresentaram
diferencas quanto aos niveis séricos de IL-2 (Figura 8A). Os camundongos tratados com o
soro antiferrdo (SAF) apresentaram niveis de IL-4 e IL-6 maiores em relagdo aos grupos
controle negativo (C-) e controle positivo (C+) (Figuras 8B e C). Os camundongos vacinados
com o extrato do dorso (VD) apresentaram valores de IL-6 maiores em comparagdo ao grupo
que recebeu hidroxido de aluminio e salina (HS) (Figura 8C). O grupo tratado com o SAF
apresentou niveis maiores de IL-10 e IL-17 em relagcdo aos grupos C-, C+ e tratado com o
soro antidorso (SAD) (Figura 8D e E). O grupo VD também apresentou niveis de IL-10
maiores em comparacdo aos grupos HS, HSV e vacinados com o extrato do ferrdo (VF)
(Figura 8D). Em relacdo aos niveis séricos de IFN-y e TNF-a, os grupos SAD e SAF
apresentaram valores maiores em relacdo aos grupos C- e C+ (Figuras 8F e G). O grupo VD
também apresentou niveis de TNF-a maiores em relacdo aos grupos HS, HSV e VF (Figura

8G). VD e VF apresentaram maiores niveis de INF-y.
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Figura 8. Niveis séricos de citocinas dos camundongos tratados com o soros hiperimunes
antidorso e antiferrdo de P. motoro ou vacinados com o extrato do dorso ou do ferrdo de P.

motoro. *p <0,05 e **p <0,01.
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3.7 Anélise dos componentes principais (PCA)

A PCA dos grupos de soroneutralizagdo (C, C*, SAD e SAF) produziu dois
componentes principais que representaram mais de 86% da variabilidade total dos dados
originais (PC1=68,63 % e PC2=18,07 %) (Figura 9A). Os outros componentes (PC3, PC4 e
PC5) foram negligenciados e ndo interpretados no presente estudo devido a sua baixa
significancia para a variabilidade dos dados. Os grupos foram claramente distintos sob o eixo
da PC1, formando grupamentos separados. Variaveis (parametros) como as citocinas I1L-2, IL-
4, IL-6, IL-10, IL-17A TNF e IFN-y, células polimorfonucleares dos gastrocnémios teste e
dano total dos gastrocnémios contralaterais apresentaram 0s maiores autovalores positivos,
indicando que os mesmos foram 0s responsaveis pela separacdo observada dos grupos. A
proximidade dessas variaveis no grafico indica que sdo diretamente correlacionadas. Somente
0s mastocitos dos gastrocnémios teste apresentaram autovalores negativos significantes. A
direcdo oposta apresentada pelos mastdcitos indica que sdo inversamente correlacionados as
variaveis mencionadas anteriormente. A direcdo dos autovalores no grafico (autovetores),
representados pelas linhas que se dispersam a partir do centro, e apontam na direcdo de SAD e
SAF, indicam que esses grupos foram caracterizados por valores positivos dessas variveis,
mas negativos de mastocitos. Na PC2 (18,07 % da variancia explicada), as variaveis com
maiores autovalores positivos foram os mastocitos dos gastrocnémios contralaterais, dano
total dos gastrocnémios teste, células polimorfonucleares dos gastrocnémios contralaterais e
CK, caracteristica do grupo C*. Somente a PCR apresentou autovalores negativos
significantes na PC2.

A PCA dos grupos relacionados a vacinagdo com o extrato de P. motoro (HS, HSV,
VD e VF) produziu dois componentes principais que apresentaram mais de 85% da
variabilidade total dos dados originais (PC1=68,84% e PC2 17,11%) (Figura 10A). Os outros
componentes também foram negligenciados e nédo interpretados no presente estudo. Os
tratamentos foram claramente distintos sob o eixo da PC1, formando grupamentos separados.
Varidveis como IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y e PCR, apresentaram 0s maiores autovalores
positivos, indicando que os mesmos foram 0s responsaveis pela separacdo observada dos
grupos. A proximidade dessas varidveis no grafico indica que sdo diretamente
correlacionadas. Células polimorfonucleares, infiltrado inflamatorio dos gastrocnémios teste e
IL-2 apresentaram autovalores negativos significantes, indicando que s&o inversamente

correlacionados as varidveis mencionadas anteriormente. Essa descricdo caracteriza
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especialmente VD e, em menor propor¢do, VF (seguindo a mesma linha de raciocinio do
paragrafo anterior). Na PC2 (17,11% da variancia explicada), as varidveis com maiores
autovalores positivos foram os mastocitos dos gastrocnémios contralaterais, CK, células
polimorfonucleares dos gastrocnémios contralaterais e IL-2. Somente o dano total nos
gastrocnémios teste apresentou autovalores negativos significantes.

A analise de agrupamento hierarquico foi usada como uma técnica de reconhecimento
padrdo para determinar a relacdo entre os tratamentos. As analises efetuadas com 0s grupos
relacionados ao soro e a imunizagdo confirmou a separagdo de dois grupamentos,
respectivamente: C/C* e SAD/SAF (Figura 9B) e HS/HSV e VD/VF (Figura 10B).
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Figura 9. A. Variaveis bioldgicas apos a analise de PCA. Os grupos estéo representados pelos
simbolos indicados com a sua respectiva designacao (C-, C+, SAD e SAF). B. Dendograma
hierarquico para as 18 variaveis obtidas pelo método de agrupamento emparelhado (as
distancias refletem o grau de correlagcdo entre os diferentes tratamentos). O dendrograma
representado claramente segregou os grupos C-/C+ e SAD/SAF como tendo grandes
distancias Euclidianas. Dano: dano total. Leucos: infiltrado inflamat6rio. Mast: mastdcitos.
PMNSs: polimorfonucleares. D: gastrocnémio teste (direito). E: gastrocnémio contralateral
(esquerdo).
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Figura 10. A. Variaveis biologicas apds a analise de PCA. Os grupos estdo representados
pelos simbolos indicados com a sua respectiva designagdo (Al(OH); salina, Al(OH)z veneno,
VD e VF). B. Dendograma hierarquico para as 18 varidveis obtidas pelo metodo de
agrupamento emparelhado (as distancias refletem o grau de correlagdo entre os diferentes
tratamentos). O dendrograma representado claramente segregou os grupos HS/HSV e VD/VF
como tendo grandes distancias Euclidianas. Dano: dano total. Leucos: infiltrado inflamatdrio.
Mast: mastocitos. PMNs: polimorfonucleares. D: gastrocnémio teste (direito). E:
gastrocnémio contralateral (esquerdo).
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4, Discussao

Um dos principais sintomas nos envenenamentos por arraias de agua doce € a
formacéo de edema no membro afetado (Haddad Jr. et al., 2004). Estudos em modelo murino
apontam que a peconha induz rapidamente ao edema, com maior volume entre quinze
minutos e duas horas apos a inje¢do da peconha (Magalh&es et al., 2006; Barbaro et al., 2007;
Kimura et al., 2014; Kimura et al., 2015; Thomazi, 2016), como observado no presente
estudo, onde o maior volume de edema de pata foi em 20 minutos.

Para a neutralizacdo das atividades bioldgicas induzidas por peconha de peixes,
Soliani (2008) obteve, em camundongos, soros monoespecificos para as espécies Scorpaena
plumieri, Thalassophryne nattereri, Cathorops spixii (bagre amarelo) e Potamotrygon gr.
orbignyi. Pela juncdo de 1 mg de IgG veneno-especifica de cada soro, foi produzido um soro
poliespecifico, que foi avaliado frente as principais atividades toxicas induzidas pelas
peconhas dessas mesmas espécies. Esse soro poliespecifico foi capaz de neutralizar
parcialmente a atividade edematogénica induzida pela peconha de P. gr. orbignyi,
diferentemente do presente estudo, onde observamos que o0s soros antidorso e antiferrdo de P.
motoro ndo foram capazes de neutralizar a atividade edematogénica induzida pela pegonha
homologa do ferrdo. Resultados similares foram encontrados por Thomazi (2016), que
imunizou camundongos com o muco do dorso de Paratrygon aiereba irradiado por raios
gama de ®°Co. Apés a imunizagdo, esses camundongos foram testados frente & atividade
edematogénica induzida pelo muco de P. aiereba, P. orbigyi e Potamotrygon henlei e os
anticorpos circulantes ndo foram capazes de neutralizar essa atividade.

Em um estudo sobre as mudancas histopatoldgicas induzidas pelo extrato do ferrdo de
Potamotrygon falkneri, Antoniazzi et al. (2011) observaram, vinte e quatro horas apds injecéo
intradérmica de 400 pg do extrato em camundongos, necrose coagulativa completa da pele,
tecido subcutaneo e musculo esquelético, com uma demarcacao clara da pele normal. Com a
mesma dose e mesmo intervalo de tempo, porém, por via intramuscular, observamos
igualmente nos camundongos a presenc¢a predominante de necrose coagulativa e, em menor
grau, necrose liquefativa do tecido muscular. Diferentemente do estudo citado, observamos a
presenca de infiltrado inflamatorio agudo intenso, edema, numerosos vasos congestos e focos
de derrame hemorragico em meio ao tecido subcutaneo dos camundongos que receberam o
extrato do ferrdo. As diferencas observadas podem ser devidas a forma como a pegonha foi
aplicada, pois a injecdo intramuscular simularia uma lesdo mais severa, ou as possiveis

variagdes (interespécies, intraespécie, dentre outras), dos diversos componentes presentes nas
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peconhas das arraias de agua doce, como hialuronidase, fosfolipase A, serina-proteases e
metaloproteases (Oliveira-Jr. et al., 2016). Metaloproteases sdo, normalmente, enzimas
dependentes de zinco, que desempenham muitos papéis em varias pegonhas animais, como a
inducdo de resposta inflamatoria, mionecrose e hemorragia (Gutiérrez and Rucavado, 2000).
A presenca de derrame hemorragico nos camundongos injetados com o extrato do ferrdo
provavelmente é devida & presenga dessa enzima na peconha de P. motoro, como observado
nos estudos de vendmica para as pegonhas de Potamotrygon amandae e P. falkneri (Oliveira-
Jr.etal., 2016).

No presente estudo, 0os camundongos foram injetados com o extrato de epitélio
juntamente com o muco que recobre o ferrdo. O muco, secretado por células mucosas
localizadas na epiderme, é considerado a primeira linha de defesa na imunidade inata dos
peixes (Zhao et al., 2008) e ajuda a manter a areia ou lama aderidas por cima do disco da
arraia quando esta se esconde no substrato, auxiliando na camuflagem do animal (Walker,
2003). O muco que reveste o dorso das arraias induz ao envenenamento, em camundongos, de
forma semelhante ao muco do ferrdo (Monteiro-dos-Santos et al., 2011; Lameiras et al., 2014)
e pode levar a rabdomidlise sistémica (Lameiras et al., 2014). Além disso, a presenca do
muco, juntamente com a pegonha, pode potencializar a necrose nos envenenamentos por
arraias de agua doce, como observado por Magalhaes et al. (2006).

Mastocitos estdo entre as primeiras células inflamatdrias a entrar em contato com
agentes pro-inflamatdrios, uma vez que sdo encontrados em regides de mucosa e na pele,
proximos aos vasos. Quando ativados, liberam granulos contendo mediadores pré-formados e
armazenados, como a histamina, e sintetizam outros, como as prostaglandinas, que agem
juntos na vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, contribuindo, assim, para a
formacdo de edema (Reber and Frossard, 2014). Apresentam receptores do tipo Toll, que
reconhecem PAMP (padrGes moleculares associados aos patogenos), DAMP (padrbes
moleculares associados aos danos teciduais) ou VAMP (padrées moleculares associados aos
venenos) (Sandig and Bulfone-Paus, 2012; Zoccal et al., 2014). Mastdcitos também secretam
componentes com propriedades quimiotacticas para leucocitos, como PAF (fator de ativagédo
de plaquetas), LTB4 (leucotrieno B4), além de citocinas como IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-8, IL-9, IL-13 e TNF. E liberam, ainda, enzimas capazes de degradar toxinas presentes em
venenos (Wernersson and Pejler, 2014).

Kimura et al. (2014), em estudo com modelo murino, apontam que a pegonha das
arraias de agua doce leva a resposta inflamatoria intensa, induzindo a migracao de leucdocitos

ao local da injuria, edema, angiogénese, dano tecidual e degranulagdo de mastdcitos. Porém,
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recentemente, um estudo em camundongos nocauteados para mastdcitos e varios genes
envolvidos na resposta inflamatdria demonstrou que a neutrofilia induzida pela injecéo
intraplantar da peconha de Potamotrygon cf. henlei pode ser atribuida a liberacdo abundante
de IL-33 por cardiomidcitos, e ndo pelos mediadores dos mastdcitos (Dos-Santos et al., 2017).
Por outro lado, Kimura et al. (2015), ao elucidar o papel dos mastdcitos na resposta
inflamatoria induzida pela peconha de P. motoro, verificou, em camundongos, que o pré-
tratamento no edema de pata induzido pela peconha com drogas inibidoras de COX1 e COX2,
drogas inibidoras da degranulacdo de mastocitos ou antagonistas de receptor histaminico
diminuiu o edema e o recrutamento de leucdcitos para o sitio de injecdo da pegonha,
mostrando que os mastdcitos e a histamina sdo importantes na resposta & pegonha de arraia.
Além disso, os autores observaram, in vitro, que a peconha, de uma maneira dose dependente,
induziu diretamente a degranulacdo de mastdcitos, com aumento da liberacdo das
prostaglandinas PGD2 e PGE2 e consequente diminuigdo da viabilidade dos mastdcitos.

O estudo de Kimura et al. (2015) corrobora nossos dados, pois observamos a
degranulacdo de mastocitos na presenca da peconha de P. motoro. Em lesdes isquémicas,
como na necrose coagulativa observada nos locais de injecdo da peconha, as anafilatoxinas
oriundas da ativacdo do Sistema Complemento, C3a e C5a, podem degranular mastocitos do
tecido conjuntivo ao ativar os seus receptores acoplados a proteina G na superficie da célula
(Erdei et al., 2004; Krystel-Whittemore et al., 2016).

A andlise de PCA mostra claramente que no protocolo de soroneutralizacdo, 0s
mastocitos estdo inversamente proporcionais aos valores de células polimorfonucleares,
indicando que na presenca da peconha juntamente com o soro, provavelmente houve um
aumento da degranulacdo dos mastocitos, diminuindo sua viabilidade no tecido, e
consequentemente, aumentando o recrutamento de leucdcitos para sitio inflamatorio. Os
anticorpos presentes no soros podem levar a formacgdo de complexos imunes IgG/antigeno,
que podem ativar mastdcitos do tecido conjuntivo, fazendo com que degranulem (Fang et al.,
2013). As anafiltoxinas C3a e C5a do Sistema Complemento também podem ser produzidas
durante o processo de solubilizacdo dos complexos imunes sollveis formados: anticorpos/
peconha. (Nesargikar et al., 2012).

Vale ressaltar que os soros foram ministrados integralmente, isto é, contendo os
anticorpos e todas as demais proteinas séricas. A presenca dessas proteinas poderia induzir
uma resposta inflamatoria, visto que ndo sdo proteinas enddgenas, apesar de serem
geneticamente idénticas, pois o soro foi produzido em Balb/c para ser administrado em

Balb/c, uma linhagem isogénica. A perda da homeostase por conta dessas proteinas pode levar
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a producdo de citocinas de diferentes perfis de linfocitos T. Por exemplo, nos grupos de
soroneutralizacdo, houve producdo de IL-2, que é uma citocina que induz a proliferacdo
linfocitaria e ativa diretamente linfocitos Treg pelos receptores constitutivos de membrana, o
CD25 (Chinen et al., 2016). Consequentemente, a ativacdo de Treg induz a liberagéo de 1L-10
(O’Garra et al., 2004), aumentada principalmente em SAF. Outra citocina observada em
concentragfes mais altas foi 1L-4, caracteristica de resposta Th2 (Stocchi et al., 2017). Esta
citocina é liberada por mastdcitos, que apresentaram diminuicdo do numero tecidual apos
degranularem em SAF. IL-6 e TNF-a, citocinas pré-inflamatorias, também estdo em
concentragfes mais altas em SAF. Estas citocinas sdo liberadas por macréfagos, mastdcitos,
neutrdfilos, dentre outras células. A IL-6 também participa da inducdo da resposta Th17,
observada pela liberacdo de IL-17A (Kimura and Kishimoto, 2010). Ndo foram dosadas
outras citocinas do perfil Th17, como a IL17-F e IL-22. Esta ultima é uma citocina que atua
diretamente nos queratinocitos, induzindo a liberagdo de CXCL-8, que recruta neutrofilos
(Zhang et al., 2012), presentes em grande ndmero nos grupos de soroneutralizagdo. Outra
funcdo da IL-6 é induzir a medula dssea a produzir e maturar neutrofilos (Summers et al.,
2010), o que corrobora os dados observados no presente estudo. Outra citocina liberada nos
grupos SAD e SAF foi INF-y, caracteristica de resposta Thl (Jarry et al., 2017).

Por tudo que foi exposto, o edema de pata, a diminuicdo na populacdo tecidual de
mastocitos e os valores aumentados das citocinas IL-4, IL-6 e TNF-o nos tratamentos de
soroneutralizacdo da peconha de P. motoro (SAF) poderia ser devido a interacdo entre os
mastocitos e demais leucocitos e as proteinas presentes nos soros.

Quando verificamos 0s grupos controle negativo e positivo dos protocolos de
vacinacdo, HS e HSV, respectivamente, observamos apenas uma tendéncia do aumento de IL-
2. Apenas no grupo vacinado com extrato do dorso (VD), observa-se altos niveis de TNF-a, e
baixa liberagcdo de IL-10 (anti-inflamatdria), o que indica uma reacdo inflamatoria induzida
por algum componente do veneno ndo neutralizado pelos anticorpos circulantes, visto que no
grupo vacinado com o extrato do ferrdo, essas citocinas ndo foram liberadas. No entanto,
quando observadas as citocinas de “assinatura” dos perfis de linfocitos Th dos grupos
vacinados, verifica-se a presenca da citocina INF-y e baixos niveis de I1L-4, corroborando uma
resposta Thl, diferente do observado em um estudo de imunizacdo experimental com o
veneno de T. nattereri (peixe teledsteo) em hidroxido de aluminio, no qual a resposta foi Thl
e Th2 (Grund et al., 2006). Até pouco tempo, sabia-se que adjuvantes a base de hidréxido de
aluminio preferencialmente induzem respostas imunes tipo Th2 (Brewer, 2006; HogenEsch,

2012). No entanto, resultados de estudos mais recentes mostram que, de acordo com a via de
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vacinacdo, adjuvantes a base de hidroxido de aluminio podem induzir tanto a resposta
Thlquanto a Th2 (He et al., 2015). Mediante o maior namero de células polimorfonucleares e
aos baixos valores de citocinas nos grupos do protocolo de vacinagdo, ndo podemos afirmar
que os mastocitos estdo participando efetivamente no recrutamento de leucocitos para o sitio
inflamatorio. Assim, este recrutamento pode ser devido a libera¢do de quimiocinas e de outros
mediadores inflamatorios.

No presente estudo, observamos, mais uma vez, a miotoxicidade sistémica induzida
pelo extrato de muco e tecido do ferrdo de P. motoro em camundongos Balb/c, como
observado por Lameiras et al. (2014), pela presenca de rabdomiolise no gastrocnémio
contralateral dos animais que receberam o extrato do ferrdo e aumento dos niveis de CK. O
aumento de CK pode ser devido a acdo de miotoxinas presentes nas peconhas de arraias
marinhas (Ben Bacha and Mejdoub, 2011) e de agua doce (Oliveira-Jr. et al., 2016), como as
fosfolipases do tipo A, que causam reacdo inflamatoria intensa no local de inoculagdo da
peconha, induzindo ao dano muscular (Barbaro et al., 2007).

Barbaro et al. (2007), em estudo com camundongos, mostra que 300 ug do extrato do
ferrdo da arraia P. falkneri induz a um aumento significativo dos niveis de CK em 3 horas
quando injetado por via intramuscular. No presente estudo, observamos o aumento de CK
sérica em até vinte e quatro horas, demonstrando que os niveis de CK podem ficar elevados
por mais tempo em camundongos. Talvez, a dose de 400 ug de extrato do ferrdo ndo seja a
mais adequada para reproduzir com fidedignidade, em modelo murino, o envenenamento por
arraias em humanos, por ser elevada, ao ponto de causar rabdomidlise sistémica. Portanto, em
estudos futuros de soroneutralizacdo de peconha de arraia, devemos pensar em doses menores
que simulem (ou se aproximem) do que seria 0 envenenamento em humanos. Ainda assim,
verificamos que o soro antidorso foi capaz de reduzir significativamente os niveis de CK nos
camundongos injetados com o extrato do ferrdo, o que € promissor. O protocolo de vacinagédo
ndo foi capaz de reduzir os niveis de CK. No entanto, os animais vacinados com o extrato do
ferrdo nédo apresentaram dano tecidual nos gastrocnémios contralaterais, mostrando que houve
uma protecédo contra a rabdomidlise sistémica induzida pela peconha de P. motoro.

Em seu relato de caso, Masson et al. (2012) verificou que um individuo acidentado
com arraia marinha apresentou altos niveis de proteina C reativa (PCR), uma proteina de fase
aguda, sugerindo uma resposta inflamatdria sistémica. A liberacdo de PCR € induzida pela IL-
6. No entanto, nossas analises mostram que em vinte e quatro horas, os niveis de PCR
encontram-se basais. De fato, estudos de caracterizacao da resposta inflamatoria induzida pela

peconha de arraias de agua doce mostram que o pico da producdo de IL-6 na pata injetada
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com a peconha é entre duas e quatro horas (Monteiro-dos-Santos et al., 2011; Kimura et al.,
2014). A dosagem de IL-6 a partir de exudato peritoneal de camundongos injetados i.p. com
peconha de arraia também mostra seu pico em duas horas (Dos-Santos et al., 2017). Apesar da
nossa dosagem ter sido feita a partir do soro e de termos desafiados os camundongos com
uma dose muito acima das usadas nos trabalhos citados, estes estudos corroboram os niveis de
IL-6 por nos analisados para vinte e quatro horas. E provavel que o pico da producgio de PCR
em camundongos desafiados com peconha de arraia de agua doce siga o pico da producéo de
IL-6. Sendo assim, estudos sobre a cinética da producdo de IL-6 e PCR em envenenamentos
por arraias S0 necessarios.

No presente estudo, optamos também por produzir o soro antiarraia a partir do extrato
do dorso, uma vez que este extrato é tdo imunogénico quanto o extrato do ferrdo, produzindo
anticorpos que reconhecem antigenos da peconha do ferrdo (Lameiras et al., 2017), e induz
envenenamento semelhante ao do ferrdo, em testes in vivo (Lameiras et al., 2014). Além
disso, 0 extrato do dorso pode ser obtido em maiores quantidades e é mais facil de se coletar,
reduzindo o risco de envenenamento ao pesquisador. Porém, sob as condi¢Ges experimentais
adotadas, ndo observamos diminuicéo significativa do dano local induzido pela peconha de P.
motoro entre 0s grupos dos protocolos de vacinacdo e soroneutralizacdo tanto com o extrato
do ferrdo quanto do dorso. E importante ressaltar que a vacinagdo com o extrato do ferréo foi
capaz de neutralizar 100% da acdo miotdxica sistémica induzida pela peconha. Sendo assim,
pretendemos dar continuidade aos estudos de soroneutralizacdo da peconha de arraias de agua
doce, onde o ideal serd desafiar os camundongos com doses menores de peconha de arraia
(para verificar a presenca ou ndo da rabdomidlise sistémica) e trata-los com anticorpos
isolados dos soros hiperimunes pelo método do acido caprilico (Dos-Santos et al., 1989),

conforme recomendado pela WHO (2016).
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ANEXOS

1. Parecer consubstanciado sobre protocolos de pesquisas no uso de animais emitido pela
Comisséo de Etica em Pesquisa no Uso de Animais do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia, n° 018/2014.

2. Autorizagdo emitida pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBIo0), sob o protocolo no 45289-2 do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO).
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