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RESUMO 

Arraias pertencentes à subfamília Potamotrygoninae são peixes cartilaginosos que ocorrem 
nas bacias hidrográficas da América do Sul. Esses animais são providos de ferrões na base da 
cauda, próprios para a sua defesa. O ferrão é coberto por uma bainha tegumentar contendo 
glândulas mucosas e de veneno. As vítimas costumam sofrer envenenamentos por arraias 
geralmente quando pisam no dorso do animal, escondido sob a areia, na beira da praia. Por 
consequência, a arraia movimenta a cauda abruptamente e introduz o ferrão no indivíduo, 
causando uma laceração extremamente dolorida, que geralmente leva à necrose do tecido. Os 
acidentes costumam ocorrer em lugares distantes, isolados, geralmente sem atendimento 
médico adequado e, portanto, quase sempre não são notificados. Não há uma terapia definida 
e eficaz para os envenenamentos por arraias e os profissionais de saúde geralmente não 
recebem treinamento adequado para cuidar deste tipo de acidente. O tratamento é baseado no 
uso de analgésicos, anti-inflamatórios e antibióticos, pois ainda não existe antídoto específico. 
Embora os procedimentos médicos sejam capazes de controlar o quadro clínico dos pacientes, 
a neutralização das toxinas seria a conduta ideal para impedir a indução dos sinais e sintomas 
apresentados nos envenenamentos por arraias de água doce. No intuito de obter um 
imunobiológico capaz de neutralizar as principais atividades apresentadas pelas vítimas, o 
presente estudo teve por objetivo analisar a neutralização, por soros hiperimunes, das 
atividades edematogênica e miotóxica induzidas pela peçonha da arraia Potamotrygon 
motoro. Os soros foram obtidos em camundongos Balb/c por meio de imunização 
intradérmica usando-se ou o extrato do dorso ou do ferrão de P. motoro adsorvidos em 
adjuvante hidróxido de alumínio. Por análise de Dot-ELISA e Western Blot, foi possível 
verificar que o extrato do dorso foi tão imunogênico quanto o extrato do ferrão, induzindo a 
altos títulos de anticorpos, que reagiram com antígenos homólogos (da mesma espécie) e 
heterólogos (extrato do dorso ou do ferrão das espécies Paratrygon aiereba, Plesiotrygon 
iwamae, Potamotrygon orbignyi e Potamotrygon schroederi, todas de água doce), indicando 
que ambos os tipos de extrato poderiam ser usados na produção de antiveneno para tratar 
vítimas de envenenamento por arraias de água doce. A partir daí, foi verificado o poder dos 
soros hiperimunes em neutralizar, in vivo, as atividades edematogênica e miotóxica induzidas 
pelo extrato do ferrão de P. motoro por meio de dois protocolos: soroneutralização e 
vacinação. O primeiro consistiu em injetar a peçonha no músculo gastrocnêmio de 
camundongos Balb/c, e, em seguida, ministrar ou o soro antidorso ou o soro antiferrão via 
plexo venoso oftálmico. Já, o segundo consistiu em imunizar os camundongos  com o extrato 
do dorso ou do ferrão adsorvidos em hidróxido de alumínio e desafiá-los com a peçonha do 
ferrão via intramuscular. Os gastrocnêmios foram removidos para análise histopatológica e 
esterológica e o sangue, coletado via plexo venoso oftálmico para dosagem de citocinas, PCR 
e CK. Os soros antidorso e antiferrão não neutralizaram a atividade edematogênica, mas os 
protocolos de soroneutralização e vacinação neutralizaram parcialmente o dano tecidual 
induzido pela peçonha do ferrão. A rabdomiólise sistêmica só foi neutralizada 100% nos 
animais vacinados com o extrato do ferrão. A análise das citocinas indicou que o protocolo de 
soroneutralização induziu a liberação de citocinas dos perfis Th1, Th2, Th17 e Treg, enquanto 
o protocolo de vacinação induziu à uma resposta Th1. Os resultados indicam que o extrato do
dorso pode ser usado como alternativa ao extrato do ferrão (ou em conjunto) na produção de
imunobiológicos nos tratamentos por envenenamentos de arraias de água doce.

Palavras-chave: Potamotrygonídeos; ferrão; envenenamentos; antiveneno; 
soroneutralização. 



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 Th1, Th2, Th17 and Treg profiles, while the vaccination protocol induced 
a Th1 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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Arraias de água doce (Chondrichthyes – Potamotrygoninae): biologia, 

aspectos gerais e envenenamentos 

Juliana Luiza Varjão Lameirasa, c*, Oscar Tadeu Ferreira da Costab, Maria Cristina Dos-

Santosc 
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* Corresponding Author: +55 92 98242-3066. E-mail: julameiras@hotmail.com.

Resumo 

Esta é uma revisão sobre as arraias de água doce, com ênfase em sua biologia, 
biodiversidade e os envenenamentos por elas causados. Para a elaboração do artigo, foi 
realizada uma busca nos portais Periódicos CAPES, ScienceDirect, Scielo, Pubmed e Google 
Acadêmico. Foram consideradas 340 publicações, de 1952 a 2017, das quais 105 foram 
usadas como referência bibliográfica para esta revisão. Arraias da subfamília 
Potamotrygoninae são peixes cartilaginosos que ocorrem nas bacias hidrográficas da América 
do Sul. São providos de ferrões na base da cauda próprios para a defesa do animal. O ferrão é 
coberto por epitélio contendo glândulas mucosas e de veneno. Humanos costumam sofrer 
envenenamentos por arraias geralmente quando pisam no dorso do animal, escondido sob a 
areia. Por consequência, a arraia introduz o ferrão na vítima, causando um ferimento 
extremamente dolorido, que geralmente leva à necrose do tecido. Os envenenamentos 
costumam ocorrer em lugares distantes, isolados, geralmente sem atendimento médico 
adequado e, portanto, não são notificados. O tratamento médico é baseado no uso de 
analgésicos, anti-inflamatórios e antibióticos, pois ainda não existe antídoto específico para os 
envenenamentos. Pelo exposto, autoridades de saúde pública devem planejar ações que 
focalizem o tratamento e a notificação epidemiológica deste tipo de envenenamento e, assim, 
justificar e estimular os órgãos competentes a desenvolverem ações de educação ambiental, 
qualificação adequada dos profissionais de saúde no tratamento dos acidentados e estudos que 
viabilizem a produção de soroterapia específica. 
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Palavras-chave: Potamotrygonídeos; Potamotrygon; peçonha; veneno; ferrão; 
envenenamentos. 

1. Introdução

Os animais aquáticos de maior importância médica são os peixes (FUNASA, 2001). 

Dentre os principais peixes peçonhentos estão as arraias, que apesar de não serem agressivas, 

causam um grande número de envenenamentos nas regiões que habitam (Halstead, 1966; 

Ericsson et al., 2006; Magalhães et al., 2008). As arraias peçonhentas pertencem à Classe 

Chondrichthyes (peixes cartilaginosos), ordem Myliobatiformes (Nelson et al., 2016), sendo a 

única ordem de arraias providas de ferrões na cauda, como mostrado na Figura 1 (Lovejoy, 

1996; McEachran and Aschliman, 2004). Possuem o corpo achatado dorso-ventralmente, com 

os olhos e os espiráculos situados na região dorsal (Figura 2), e os cinco pares de fendas 

branquiais e as nadadeiras pélvicas localizadas na parte ventral (Figura 3). 

Figura 1. Ferrão caudal da arraia de água doce Potamotrygon orbignyi. Foto: Wallice 
Duncan. 
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Figura 2. Exemplar de Potamotrygon wallacei, exibindo o espiráculo um pouco abaixo do 
olho. Foto: Juliana Lameiras. 
 
 

 
Figura 3. Exemplar de fêmea de Paratrygon aiereba, com a parte ventral exposta, exibindo 
os cinco pares de fendas branquiais e as nadadeiras pélvicas. Foto: Juliana Lameiras. 
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Apresentam ampla distribuição geográfica, sendo encontradas em mares temperados e 

tropicais (Uzel et al., 2002; Barbaro et al., 2007) e, ainda, nos rios da América do Sul, África 

Equatorial e no Rio Mekong, no Sudeste Asiático (Magalhães et al., 2008). No Brasil, as 

espécies marinhas (Figura 4) estão distribuídas por toda a costa do Oceano Atlântico, e as 

espécies de água doce (potamotrygoníneos) estão presentes principalmente nos rios das 

regiões 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 gênero Hypanus encontradas do litoral 
brasileiro. Foto: Juliana Lameiras. 
 

Enquanto há muitos trabalhos caracterizando as atividades biológicas de toxinas de 

animais terrestres, ainda há poucos dados sobre os envenenamentos causados por arraias 

(Conceição et al., 2006; Magalhães et al., 2006; Monteiro-dos-Santos et al., 2011; Ziegman 

and Alewood, 2015), especialmente em relação às espécies dulcícolas, que causam inúmeros 

envenenamentos na América do Sul (Silva-Jr. et al., 2015), principalmente na região 

Amazônica (Abati et al., 2017). Sendo assim, a presente revisão teve por objetivo elucidar os 

envenenamentos causados pelas arraias de água doce (subfamília Potamotrygoninae), 

destacando a biodiversidade das espécies e enfatizando os mecanismos de intoxicação, 
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manifestações clínicas, tratamento, epidemiologia e os mais recentes avanços e estudos 

científicos relacionados ao assunto. 

 

2. Metodologia 

 

Para a elaboração deste artigo de revisão, foi realizada uma busca de referências nos 

portais Periódicos CAPES, ScienceDirect, Scielo, Pubmed e Google Acadêmico, 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 publicações, do período de 1952 a 

2017, das quais 105 foram usadas como referência bibliográfica para esta revisão. 

 

3. Arraias de água doce: biodiversidade, distribuição geográfica e aspectos gerais 

 

Arraias da família Potamotrygonidae são membros bem conhecidos da fauna de peixes 

neotropicais mais pelos ferimentos que podem causar do que por suas propriedades biológicas 

ou pela história evolutiva intrigante (Silva and Carvalho, 2011). Atualmente, a família está 

dividida em duas subfamílias (Figura 5): Styracurinae, subfamília marinha com duas espécies 

válidas (Carvalho et al., 2016), e Potamotrygoninae, subfamília exclusivamente de água doce, 

com 32 espécies válidas, distribuídas nos gêneros Heliotrygon, Paratrygon, Plesiotrygon e 

Potamotrygon (Carvalho, 2016). A Figura 6 representa a atual distribuição geográfica dos 

potamotrygonídeos. 

Heliotrygon (Figura 7) é conhecida por ‘arraia China’ ou ‘arraia redonda’, pois possui 

o corpo bem circular em comparação aos outros gêneros, que possuem o corpo mais oval. Seu 

ferrão é extremamente reduzido. Atingem até 60 cm de largura de disco. É uma importante 

espécie de peixe ornamental. Ocorre no Rio Amazonas e seus tributários (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 ferrões posicionados na base. É conhecida pelos ribeirinhos da região 

Amazônica como ‘arraia-maçã’ devido ao formato peculiar de seu disco corporal (Rosa, 

1990). Indivíduos adultos podem atingir até 160 cm de largura do disco e pesar até 110 kg 

(Carvalho, 2016). Ocorre no norte da Bolívia, leste do Peru e do Equador, norte do Brasil 

(Amazonas e Pará), no Rio Amazonas e seus afluentes, Baixo Rio Tocantins, e Venezuela, na 

bacia do Rio Orinoco (Rosa et al., 2010). 
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Figura 5. Atual classificação da Família Potamotrygonidae, segundo Carvalho (2016). 

 

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

longa cauda, com ferrões em posição 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 gênero 

é endêmico para a drenagem Amazônica, do Rio Napo, no Equador, até a foz do Rio 

Amazonas, no Pará, inclusive do Baixo Rio Tocantins (Rosa et al., 2010). 
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Figura 6. Atual distribuição geográfica da família Potamotrygonidae. Mapa elaborado pelo 
MSc. Erlane da Cunha. 
 

Potamotrygon é o gênero mais diverso, atualmente com 27 espécies válidas (Carvalho, 

2016). Apresenta cauda moderadamente robusta e curta, geralmente mais curta que o 

comprimento do disco, com ferrões na porção mediodistal (Carvalho et al., 2003). O tamanho 

das espécies pode variar de 16 (P. wallacei) a 150 cm de largura do disco (Potamotrygon 
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brachyura) (Carvalho, 2016). Ocorre em todos os países da América do Sul (exceto o Chile), 

nas drenagens dos rios Atrato e Magdalena (Colômbia), Orinoco e Maracaibo (Venezuela), 

rios costeiros das Guianas, Suriname, Rio Amazonas e seus afluentes (Bolívia, Brasil, 

Colômbia, Equador, Peru, Venezuela), Rio Tocantins (Brasil), bacia do Paraná-Paraguai 

(Argentina, Brasil, Paraguai e Uruguai) (Rosa et al., 2010) e na bacia do Parnaíba (Ramos et 

al., 2014). Espécies como Potamotrygon albimaculata (Figura 10a) e Potamotrygon jabuti 

(Figura 10b) ocorrem em rios de águas claras como o Tapajós (Figura 11b) (Carvalho, 2016). 

Já espécies como Potamotrygon schroederi (Figura 10e) e P. wallacei, conhecida por arraia 

cururu (Figura 10f)  são endêmicas do Rio Negro (Figura 11c), enquanto Potamotrygon 

motoro (Figura 10c) e Potamotrygon orbignyi (Figura 10d) têm ampla distribuição 

geográfica, podendo ser encontradas nas águas do Rio Amazonas, na foz do Rio Tocantins e 

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

 

 
Figura 7. Exemplar de Heliotrygon gomesi. Foto: Akemi Shibuya. 
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Figura 8. Exemplar de Paratrygon aiereba. Foto: Juliana Lameiras. 
 
 

 
Figura 9. Exemplar de Plesiotrygon iwamae. Foto: Akemi Shibuya. 
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Figura 10. Exemplares de arraias do gênero 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 família viva de arraias, as espécies de água doce se 

diversificaram nas bacias hidrográficas da América do Sul (Thorson et al., 1983; Lovejoy, 

1996; Carvalho et al., 2004; Silva and Carvalho, 2011) provavelmente a partir do gênero 

Styracura (grupo irmão) durante as incursões marinhas do Mioceno, há aproximadamente 20 

milhões de anos atrás (Lovejoy et al., 1998; Lovejoy et al., 2006; Carvalho et al., 2016). 

Na Bacia Amazônica, as arraias são encontradas em todos os tipos de rio (Sioli, 1967), 

incluindo rios de água branca, rica em sedimentos (Figura 11A), água clara, pobre em 

sedimento (Figura 11B), e água preta (Figuras 11C), rica em ácidos húmicos (Duncan and 

Fernandes, 2010; Rosa et al., 2010). Podem viver em habitats lênticos, como lagos e igapós 
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(Figuras 11D e E), e lóticos, incluindo fortes correntezas (Almeida et al., 2008; Almeida et al., 

2009) e até mesmo próximo 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, 

anelídeos, moluscos e crustáceos), peixes ósseos e até mesmo de bagres (Shibuya et al., 2012; 

Shibuya et al., 2016). 

As arraias de água doce são um grupo monofilético, compartilhando especializações 

morfofisiológicas únicas, incluindo a pélvis com um grande processo de expansão mediana 

anterior (processo pré-pélvico), sangue com baixas concentrações de ureia e redução da 

glândula retal (Rosa et al., 1987; Carvalho et al., 2003; Fontenelle and Carvalho, 2017). São 

animais estenoalinos e hiperosmóticos em relação ao ambiente (Treberg et al., 2006) e 

apresentam mecanismos osmo-ionorregulatórios semelhantes aos dos teleósteos (Duncan, 

2016). As brânquias possuem um eficiente sistema de transporte ativo de sais para a corrente 

sanguínea. Além disso, estes animais têm mecanismos para reduzir a perda de sais para o 

ambiente, incluindo um sistema de reabsorção de eletrólitos pelos rins. Tais características 

podem ter sido importantes para a evolução e tolerância dos potamotrygoníneos ao ambiente 

de água doce (Duncan, 2016).  

As arraias de água doce são vivíparas aplacentárias (Figura 13) (Thorson et al., 1983; 

Garrone Neto, 2010). Os embriões são nutridos por uma secreção rica em lipídeos produzida 

pela mucosa viliforme do útero materno (trophonemata), caracterizando o modo reprodutivo 

como viviparidade matotrófica (Wourms et al., 1988). A gestação pode variar de 3 a 9 meses, 

dependendo da espécie. As fêmeas geralmente são maiores que os machos e o ciclo 

reprodutivo parece estar relacionado com o ciclo hidrológico (Araújo et al., 2004; Charvet-

Almeida et al., 2005; Garrone Neto, 2010). Assim como as espécies marinhas, as arraias de 

água doce apresentam baixa fecundidade, maturação sexual tardia e crescimento lento, 

fazendo com que sejam mais susceptíveis a impactos ambientais (Carrier et al., 2004). 

A maioria das arraias de água doce tem arranjos dorsais coloridos, incluindo ocelos, 

padrões reticulares e marcas vermiformes, que, geralmente, são espécie-específica (Thorson et 

al., 1983; Carvalho, 2016) e, por isso, algumas espécies são comercializadas como peixes 

ornamentais (Duncan et al., 2010), o que tem sido uma ameaça à preservação do grupo, uma 

vez que, em muitos casos, estes animais são capturados e exportados ilegalmente em 

condições precárias (enrolados em tubos de PVC, por exemplo), fazendo com que a arraia 

morra durante o transporte. Além disso, a permanência destes animais em cativeiro pode 
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torná-los susceptíveis à infecção pela enterobactéria Citrobacter freundii, como observado por 

Sun et al. (2018). 

 

Figura 11. Diversos ambientes onde ocorrem arraias de água doce. A. Rio Solimões (água 
branca). B. Rio Tapajós (água clara). C e D. Rio Negro (água preta). E. Área de lago. F. Área 
de igapó. Fotos A e C: Juliana Lameiras. Foto B: Ilia dos Santos. Fotos D e E: Maria Lúcia 
Góes de Araújo. Foto F: Maria Cristina dos Santos. 
 

Outras ameaças à conservação dos potamotrigoníneos são a deterioração e destruição 

dos seus habitats por dragagens, barragens e minas de ouro, a pesca de subsistência para fins 

alimentares, a pesca comercial como captura acessória, 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 devolvê-la ao rio sem o 

ferrão, como na Figura 14 (Araújo et al., 2004; Oliveira et al., 2015). Além disso, em mais da 

metade dos casos, os pescadores simplesmente sacrificam o animal sem motivo algum, o que 

já está refletindo no declínio de algumas populações de arraias, como, por exemplo, as da 

Bacia do Paraná (Lucifora et al., 2017). Neste contexto, é importante adotar medidas de 

educação ambiental com os pescadores para evitar a sobrepesca e dessa forma conservar as 

arraias de água doce (Oliveira et al., 2015). 

Apesar de serem limitadas às bacias hidrográficas da América do Sul, já existe registro 

da arraia P. motoro fora de seu ambiente natural, ocorrendo no Alto do Reservatório Seletar, 

em Cingapura (Ng et al., 2010). Esta espécie foi introduzida neste local devido provavelmente 

ao comércio de arraias para aquariofilia. Por ser um predador de topo de cadeia, de se 

alimentar de uma grande variedade de animais e de ser uma das espécies mais fecundas de 

potamotrigonídeos, P. motoro tem potencial para ser uma espécie invasora (Charvet-Almeida 

et al., 2005; Martin, 2005). Aliás, um dos problemas adicionais para a questão dos 

envenenamentos por arraias de água doce é a importação maciça dessas espécies para a 

Europa, Japão, Tailândia, China e Estados Unidos. A falta de informações sobre os riscos de 

como manter estas arraias em um aquário pode resultar em lesões, às vezes com 

consequências graves (Schiera et al., 2002). Já existem relatos de envenenamentos na Bélgica 

(Van Offel and Stevens, 2000), Itália (Schiera et al., 2002), Alemanha (Mebs, 1980), França 

(Brisset et al., 2006), Espanha (Picazo and Pastor, 2009) e China (Liang et al., 2018; Ng et al., 

2018). 

No Brasil, em São Paulo e nos municípios paranaenses e sul-matrogossenses, 

localizados às margens do Rio Paraná, à montante da cachoeira de Sete-Quedas em Guaíra, 

Paraná, arraias não faziam parte da fauna aquática nativa até o final da década de 70, do 

século XX. No entanto, com a construção da Usina Hidrelétrica de Itaipu, em 1982, a 

importante barreira geográfica representada pelas Sete-Quedas foi submersa, possibilitando a 

colonização do trecho situado à montante de Guaíra por espécies como P. motoro, 

Potamotrygon falkneri e Potamotrygon schuhmacheri, que vêm se aproveitando dos canais 

artificiais nas barragens da Hidrovia Tietê-Paraná para ampliar suas áreas de distribuição, 

despertando o interesse de pesquisadores pelos envenenamentos ocorridos com a população 

local e com os turistas (Garrone Neto et al., 2007; Garrone Neto and Haddad Jr., 2009; 

Garrone Neto and Haddad Jr., 2010). 
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Figura 12. Arraia de água doce (Potamotrygon sp.) em seu hábitat. 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 têm uso na medicina tradicional de algumas populações 

nativas da América do Sul. Em alguns lugares do Brasil, por exemplo, a cauda e a gordura de 

algumas espécies são 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 óleo de fígado de arraias, por banho-maria, para uso no tratamento 

da gripe (Dao, 1965). Na Amazônia Peruana, o óleo de fígado de P. motoro é usado no 
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tratamento de doenças brônquicas, tosse, asma, e tendinite e possui atividade anti-inflamatória 

(Schmeda-Hirschmann et al., 2014). 

 

Figura 14. Exemplar de P. motoro capturado no Rio Solimões. Note que a cauda da arraia 
encontra-se mutilada, sem o ferrão. Foto: Juliana Lameiras. 
 

O histórico taxonômico dos potamotrygoníneos é repleto de equívocos e incertezas 

devido ao policromatismo do grupo, que, no passado, levou à descrição de espécies em 

sinonímia e, até hoje, gera dúvidas durante a identificação de espécimes coletados ou 

guardados em coleções (Carvalho et al., 2003; Garrone Neto and Haddad Jr., 2009; Rosa et 

al., 2010). Devido ao grande tamanho corporal, ao endemismo de algumas espécies, à 

dificuldade de captura e aos riscos com o manuseio, os potamotrigoníneos ainda constituem 

uma parcela pouco conhecida da fauna de água doce quando comparados a outros grupos de 

animais aquáticos (Garrone Neto and Haddad Jr., 2009; Lameiras et al., 2013). 
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4. Ferrão, peçonha e muco 

 

Arraias possuem de um a três ferrões na base da cauda, que, quando usada na defesa 

do animal, funciona como um chicote, causando uma lesão severa (Barbaro et al., 2007). Os 

ferrões são estruturas afiadas, alongadas e mineralizadas, derivados de dentículos dérmicos 

modificados (Garrone Neto and Haddad Jr., 2009), retro-serrados bilateralmente e cobertos 

por um epitélio (Figura 15) contendo células produtoras de proteínas que induzem à dor, 

inflamação e necrose (Pedroso et al., 2007; Silva-Jr. et al., 2015). A distribuição dessas 

células secretoras, ou glândulas de peçonha, pode diferir de acordo com a espécie (Barbaro et 

al., 2007). Os ferrões costumam ser proporcionais ao tamanho do animal e são regenerados à 

medida que são perdidos (Santos, 1952). A quantidade, o tamanho e a posição do ferrão 

diferem entre as famílias de Myliobatiformes (Halstead, 1988), características que, aliadas aos 

hábitos das arraias, podem influenciar na ocorrência e na gravidade dos envenenamentos 

(Garrone Neto and Haddad Jr., 2009). Além do ferrão, algumas espécies apresentam 

dentículos na superfície dorsal do disco e numerosos espinhos e tubérculos mineralizados ao 

longo da cauda (Figura 16). Estas estruturas também são capazes de causar envenenamento 

(Carvalho et al., 2003). 

Histologicamente, os ferrões das arraias de água doce são diferentes dos ferrões das 

espécies marinhas. Pedroso et al. (2007) mostrou que no ferrão das espécies de água doce 

existe um número maior de células secretoras de proteínas (de dois tipos diferentes) 

distribuídas por todo o epitélio, enquanto nas espécies marinhas estas células secretoras estão 

apenas ao redor ou dentro dos sulcos ventrolaterais do ferrão. Segundo os autores, estas 

diferenças podem influenciar nos envenenamentos por arraias de água doce, que, geralmente, 

são 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 

o extrato do ferrão da arraia de água doce Potamotrygon falkneri possui maior toxicidade e 

provoca mais dor que o extrato do ferrão da arraia marinha Hypanus guttatus (Last et al., 

2016). As atividades letal, dermonecrótica e miotóxica foram detectadas apenas nos extratos 

de P. falkneri, ao passo que ação edematogênica foi similar e dose-dependente em ambos os 

extratos. 

Algumas arraias de água doce já tiveram a peçonha parcialmente caracterizada, 

indicando a presença de fosfolipase A2, L-aminoácido oxidases, lectina tipo C, 

metaloproteases, serina-proteases (Oliveira-Jr. et al., 2016), hialuronidase (Magalhães et al., 

2008; Oliveira-Jr. et al., 2016) e pequenos peptídeos como orpotrina (vasoconstritor) e porflan 
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(Conceição et al., 2006; Conceição et al., 2009). Inclusive, um estudo ontogenético in vitro 

com Potamotrygon leopoldi mostra que a toxicidade da peçonha é maior em espécimes 

juvenis, diminuindo durante a maturação das arraias, sem que a composição da peçonha se 

altere. Isto acontece provavelmente porque os indivíduos juvenis sofrem mais predação que os 

adultos (Kirchhoff et al., 2014). 

 

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

Ainda existem poucos dados sobre as atividades biológicas dos venenos de arraias de 

água doce. A falta de dados é principalmente devido à dificuldade de se extrair a peçonha, 

pois a captura destes animais pode ser perigosa e difícil, dependendo do tamanho do animal, 

do horário de captura, do local onde são capturados e como são capturados. Além disso, a 
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quantidade de veneno que se consegue extrair é mínima e o veneno é termolábil, o que 

dificulta o seu transporte e conservação (Haddad Jr. et al., 2004; Magalhães et al., 2006; 

Kimura et al., 2014). 

 

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

Ensaios in vitro realizados até o momento mostram que a peçonha das arraias de água 

doce possui atividades gelatinolítica (Haddad Jr. et al., 2004; Barbaro et al., 2007; Monteiro-

dos-Santos et al., 2011; Lameiras et al., 2014), caseinolítica (Haddad Jr. et al., 2004; 

Magalhães et al., 2006; Barbaro et al., 2007; Magalhães, 2017), fibrinolítica (Barbaro et al., 

2007), hialurônica (Haddad Jr. et al., 2004; Barbaro et al., 2007; Magalhães et al., 2008), 

citotóxica para linfoblastos humanos, hemolítica direta e fosfolipásica (Oliveira, 2015; 

Magalhães, 2017), fosfolipásica A2 (Barbaro et al., 2007; Oliveira, 2015; Magalhães, 2017), 

enzimática sobre 5’-nucleotidase, elastase, colagenase e proteolítica sobre a azocaseína e 

azoalbumina (Magalhães, 2017). 

Os estudos in vivo evidenciam que a administração da peçonha causa dor intensa e 

induz a uma resposta inflamatória complexa, com presença de edema, eritema, alterações 

microcirculatórias, recrutamento de leucócitos, liberação de citocinas e quimiocinas 

(Monteiro-dos-Santos et al., 2011; Kimura et al., 2014; Kimura et al., 2015), formação de 

necrose (Antoniazzi et al., 2011; Lameiras et al., 2014) e induz a atividade hipotensora 

quando injetada por via endovenosa (Rodrigues, 1972). Análises histopatológicas realizadas 

em camundongos indicam que, no sítio de injeção do veneno, há a presença de infiltrado 

inflamatório intenso, principalmente de neutrófilos, macrófagos e mastócitos (Antoniazzi et 
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al., 2011; Kimura et al., 2014; Lameiras et al., 2014). Além disso, um estudo histopatológico 

com camundongos injetados no músculo gastrocnêmio direito com peçonha de arraia mostrou 

a presença de lesão tecidual no mesmo músculo esquerdo, indicando a presença 

miotoxicidade sistêmica (Lameiras et al., 2014). Recentemente, um estudo em camundongos 

nocauteados para mastócitos e vários genes envolvidos na resposta inflamatória demonstrou 

que a neutrofilia induzida pela injeção intraplantar da peçonha de Potamotrygon cf. henlei 

pode ser atribuída à liberação abundante de IL-33 por cardiomiócitos, e não pelos mediadores 

dos mastócitos (Dos-Santos et al., 2017).  

Em adição à peçonha, as arraias de água doce produzem um muco espesso, que 

recobre todo o corpo do animal, inclusive o ferrão. 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 peptídeos antimicrobianos (Monteiro-dos-Santos et al., 2011; 

Conceição et al., 2012), induz ao envenenamento de forma semelhante ao extrato do ferrão 

(Monteiro-dos-Santos et al., 2011; Lameiras et al., 2014) e também pode induzir à 

rabdomiólise sistêmica (Lameiras et al., 2014). Além disso, a presença do muco, juntamente 

com a peçonha, pode potencializar a necrose nos envenenamentos por arraias de água doce, 

como observado por Magalhães et al. (2006). 

 

5. Envenenamentos por arraias de água doce: mecanismos de intoxicação e 

manifestações clínicas 

 

Arraias de água doce são animais de hábito bentônico, costumando ficar escondidas 

sob a areia no fundo dos rios. São dóceis e, portanto, não costumam atacar os humanos 

(Garrone Neto and Haddad Jr., 2009). No entanto, se são acidentalmente pisadas ou têm suas 

nadadeiras tocadas, a arraia movimenta a sua cauda abruptamente em comportamento 

defensivo, introduzindo, assim, o ferrão no indivíduo e causando uma laceração irregular 

(Magalhães et al., 2006).  

Os envenenamentos por arraias de água doce se caracterizam pela ação inflamatória 

intensa (Antoniazzi et al., 2011; Kimura et al., 2014). A vítima se queixa de dor lancinante, 

desproporcional ao tamanho da lesão (Pardal and Gadelha, 2010). Inicialmente, o ferimento 

apresenta eritema e edema e, em pouco tempo, surge uma necrose, causando flacidez do 

tecido e formação de uma úlcera que evolui lentamente, como visto na Figura 17 (Magalhães 
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et al., 2008). O processo de cicatrização costuma ser longo e difícil, podendo durar meses 

(Haddad Jr. et al., 2013). Os pacientes também podem apresentar complicações como 

náuseas, vômitos, salivação, sudorese, depressão respiratória, fasciculação muscular e 

convulsões (Haddad Jr. et al., 2004). Como um fator agravante, o ferrão pode quebrar e 

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

letais raramente ocorrem, exceto em casos onde o ferrão atinge órgãos vitais (Garrone Neto 

and Haddad Jr., 2009). 

 

Figura 17. Ferimento por envenenamento com arraia de água doce. Foto: Frederico Neves. 

 

A gravidade da lesão também se dá pela ação mecânica do ferrão, que, além de 

introduzir o veneno, possibilita que bactérias presentes na pele da vítima ou na água ou no 

muco que recobre o corpo das arraias adentrem o ferimento, podendo causar infecção 

secundária (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. Lesão com necrose e infecção secundária por envenenamento por arraia de água 
doce da região Amazônica. Foto: Daniela Maia. 
 

6. Epidemiologia 

 

Apesar dos envenenamentos por arraias de água doce serem comuns nas comunidades 

ribeirinhas da América do Sul (Haddad Jr. et al., 2013; Silva-Jr. et al., 2015), ainda existem 

poucos estudos epidemiológicos a respeito (Garrone Neto and Haddad Jr., 2009). Os 

envenenamentos são pouco letais, mas extremamente dolorosos e desagradáveis, e como 

geralmente ocorrem em áreas remotas, quase nunca são relatados, e, em muitos casos, não são 

tratados adequadamente ou são tratados apenas com medicina tradicional (Haddad Jr., 2008; 

Haddad Jr. et al., 2013). Os envenenamentos são ainda mais frequentes na Bacia Amazônica 

(Charvet-Almeida et al., 2002), onde constituem um problema de saúde pública, embora não 

recebam a mesma atenção dispensada para os casos de ofidismo e envenenamentos 

envolvendo artrópodes peçonhentos como aranhas e escorpiões (Sá-Oliveira et al., 2011). No 

Estado do Acre, Norte do Brasil, por exemplo, os acidentes são comuns entre índios e 

seringueiros (Pierini et al., 1996). Morte como consequência direta do envenenamento por 

arraia de água doce ainda não foi relatada, mas existem casos de óbitos na Venezuela e no 
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Brasil em decorrência de tétano, pois os acidentados não receberam tratamento adequado logo 

após o envenenamento (Dao, 1965; Torrez et al., 2012). 

Os envenenamentos por arraias de água doce apresentam praticamente as mesmas 

características e são mais frequentes durante a vazante dos rios, que geralmente ocorre entre 

os meses de junho a dezembro (Abati et al., 2017). Neste período, bancos de areia e praias são 

formados ao longo dos rios, onde milhares de pessoas realizam atividades recreativas, como, 

por exemplo, a praia de Alter-do-Chão, no Pará (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 período de seca seja o fato de que neonatos e juvenis de arraias tendem a 

permanecer em águas rasas, próximas à costa, onde provavelmente permanecem protegidos de 

predadores de canais (Rosa et al., 2010). Os envenenamentos são mais frequentes no horário 

da tarde. As vítimas são geralmente indivíduos adultos do sexo masculino que praticam 

alguma atividade à beira da praia. As áreas anatômicas mais atingidas são os membros 

inferiores, no caso dos banhistas, e as mãos, no caso dos pescadores, que se acidentam ao 

manipular o animal ou ao tentar tirá-lo da rede de pesca. As vítimas sempre reportam dor 

lancinante e o local lesionado apresenta, inicialmente, edema e eritema, seguido, na maioria 

das vezes, de necrose isquêmica. O ferimento pode demorar meses para cicatrizar. Raramente, 

alguns indivíduos podem manifestar tonturas, mialgia, enxaqueca, febre, sudorese, náuseas e 

vômitos. Geralmente, as vítimas 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 amputação do membro afetado (Sá-Oliveira et al., 2011; Monteiro 

et al., 2016). 

Os envenenamentos por arraias de água doce, apesar de serem de notificação 

compulsória no Brasil desde 2014 (Brasil, 2014), apresentam registros esparsos e pouco 

conclusivos em termos de epidemiologia, sintomatologia e medidas terapêuticas empregadas 

(Haddad Jr., 2008). Além disso, não existe um CID (Classificação Internacional de Doenças) 

específico para esse tipo de envenenamento. Diferentemente do que ocorreu com os sistemas 

de notificação para envenenamentos ofídicos e, posteriormente, para os casos de araneísmo e 

escorpionismo, os registros sobre envenenamentos por arraias no Brasil sempre foram 

relegados a um segundo plano, negligenciado pelos órgãos responsáveis pela notificação, 

controle e prevenção de agravos envolvendo animais peçonhentos (Garrone Neto and Haddad 

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

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

 

Figura 19. Praia de Alter-do-Chão, município de Santarém, Estado do Pará, Brasil. Nos 
meses de julho a dezembro, belíssimas praias se formam com a vazante do Rio Tapajós, 
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 Paraná, 

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 são frequentemente coletadas nestes rios. Inclusive, 

em um relato de caso de envenenamento por arraia no Rio Araguaia, a vítima, apesar do 

estresse da situação, foi capaz de detectar e observar a arraia (o 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 indígenas da Colômbia (Haddad Jr. et al., 

2013). Uma análise epidemiológica de envenenamentos por arraias nos municípios de Penalva 

e Viana, Estado do Maranhão, 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 cutânea. Alguns 

indivíduos 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 distribuição geográfica, sendo encontrada na 

maioria dos sistemas de água doce da América do Sul (Loboda and Carvalho, 2013). 

 

7. Tratamento 

 

Até o momento, não há uma terapia definitiva e realmente funcional para os 

envenenamentos por arraias e os profissionais de saúde geralmente não recebem treinamento 

adequado para cuidar deste tipo de envenenamento. Também não há um antiveneno específico 

para o tratamento das lesões. A abordagem terapêutica é sintomática, baseada no uso de 

analgésicos, anti-inflamatórios e antibióticos para prevenir infecção secundária (Garrone Neto 

and Haddad Jr., 2009). 

Nos envenenamentos por arraia, é recomendado, inicialmente, que o ferimento seja 

lavado em água corrente ou solução salina, a fim de remover a maior quantidade possível de 

toxina e restos do tegumento do ferrão. Em seguida, o membro ferido deve ser emerso em 

água morna (entre 45 e 60ºC). Com essa medida, é esperado um alívio da dor entre 30 e 90 

minutos, pois algumas toxinas que compõem os venenos das arraias são termolábeis e devem 

ser inativadas com esse procedimento. Exploração cirúrgica do ferimento pode ser realizada 

para a retirada de restos de tecido e possíveis fragmentos do ferrão, visíveis em exame de 

raio-X. Importante ressaltar que os anestésicos locais não podem conter adrenalina, por causar 

vasoconstrição cutânea, aumentando ainda mais o risco de necrose. Outros procedimentos 

importantes compreendem o uso de antibióticos sistêmicos de amplo espectro em casos de 

pacientes com lesões profundas e necrosadas, imunização antitetânica e o uso de analgésicos 

sistêmicos, inclusive opiáceos, se o controle da dor não for obtido nas primeiras duas horas. 

Pacientes com perfurações abdominais ou torácicas devem receber atendimento médico 

imediatamente, pois há risco de morte nestes casos. As complicações da fase crônica são 

tratadas com as condutas de cicatrização de úlceras crônicas: repouso, lavagem com água e 

sabão, sedativo e antibiótico terapia tópica. O uso de corticosteroides sistêmicos é 

controverso, pois estas drogas aumentam o tempo de cicatrização do ferimento (Pardal, 2009; 

Garrone Neto and Haddad Jr., 2010). 
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O fato dos envenenamentos ocorrerem, geralmente, longe dos centros de saúde e de 

não haver tratamento específico faz com que os acidentados busquem soluções caseiras para 

minimizar os sintomas clínicos, colocando, sobre o ferimento, ervas medicinais, óleos e 

cascas vegetais, sebo de carneiro, borra de café, fumo, pelo de guaxinim queimado, gordura 

de arraia, seiva de bananeira, limão, álcool, diesel, querosene, gasolina, e, nos casos mais 

bizarros, saliva, urina e até fezes humanas (Sá-Oliveira et al., 2011; Lameiras et al., 2013; 

Costa, 2017). Além disso, em algumas comunidades ribeirinhas do Brasil, a população 

recomenda que o ferimento seja colocado em contato com uma genitália feminina (Garrone 

Neto and Haddad Jr., 2009). Obviamente, esses tratamentos não são recomendados, pois 

podem agravar ainda mais a lesão (Sá-Oliveira et al., 2011; Lameiras et al., 2013). 

Embora os procedimentos médicos mencionados anteriormente sejam capazes de 

controlar o quadro clínico dos pacientes, a neutralização das toxinas locais e circulantes seria 

a conduta ideal para impedir a indução dos sinais e sintomas apresentados nos 

envenenamentos por arraias de água doce (Garrone Neto and Haddad Jr., 2009). Segundo 

recomendação da WHO (2007), a soroterapia é o tratamento indicado para indivíduos 

acidentados por animais peçonhentos, como serpentes, aranhas, escorpiões e peixes. No 

entanto, infelizmente, não há estudo que justifique a produção de antiveneno para arraias, 

devido ao pequeno número acidentes reportados. Por isso a importância da notificação dos 

casos de acidentes e de estudos mais aprofundados sobre atividades biológicas induzidas 

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

 

8. Produção de antiveneno 

 

Na busca da obtenção de imunobiológicos específicos para os envenenamentos por 

arraias e outros peixes peçonhentos, alguns pesquisadores vêm trabalhando e alguns 

resultados já estão sendo divulgados. Em estudo com arraias marinhas realizado por Russell 

(1972), foi observada a neutralização 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 neutralização das atividades biológicas induzidas pela peçonha de peixes, 

Soliani (2008) obteve, em camundongos, soros monoespecíficos para as espécies 

Thalassophryne nattereri (niquim), Cathorops spixii (bagre amarelo), Scorpaena plumieri 

(peixe escorpião) e Potamotrygon gr. orbignyi (arraia dulcícola). Pela junção de um 

miligrama de IgG veneno-específica de cada soro monoespecífico, foi produzido o soro 
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poliespecífico, que foi avaliado frente as principais atividades tóxicas induzidas pelos venenos 

dessas mesmas espécies utilizadas para a produção dos soros monoespecíficos. Esse soro 

poliespecífico 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 inflamação pulmonar induzida pelo 

veneno de S. plumieri.  

Por outro lado, Thomazi (2016) imunizou camundongos com o muco do dorso 

Paratrygon aiereba irradiado por raios gama de 60Co. Após a imunização, esses camundongos 

foram testados frente à atividade edematogênica induzida pelo muco do P. aiereba, P. orbigyi 

e Potamotrygon henlei e os anticorpos circulantes não foram capazes de neutralizar essa 

atividade. 

Pesquisas indicam que os soros antiarraia de água doce apresentam altos títulos de 

anticorpos que reconhecem fortemente as peçonhas homólogas e heterólogas de outras arraias 

de água doce (Thomazi, 2016; Lameiras et al., 2017) e de uma espécie de arraia marinha 

(Barbaro et al., 2007). Porém, os anticorpos obtidos não reconhecem, no veneno, 

componentes de baixo peso molecular que apresentam atividade enzimática (Barbaro et al., 

2007; Lameiras et al., 2017). Como títulos de anticorpos não indicam a eficácia do soro, são 

necessários mais testes in vivo para avaliar o poder de neutralização frente aos efeitos local e 

sistêmico induzido pelos venenos de arraias de água doce (Lameiras et al., 2017). 

 

9. Considerações finais 

 

Os envenenamentos por arraias de água doce são muito temidos pelas populações 

ribeirinhas da América do Sul, pois estão quase sempre associados a casos de incapacidade 

física temporária (ou permanente), além de causarem muita dor e desconforto para os 

acidentados. A documentação detalhada desses envenenamentos é rara, pois, na maioria das 

vezes, ocorre em lugares distantes e isolados, como em rios que cortam a floresta Amazônica, 

o que contribui para a falta de conhecimento sobre esse tema (Haddad Jr. et al., 2004). Essa 

subnotificação mostra que as autoridades de saúde pública devem incluir em seus 

planejamentos ações que possam registrar os envenenamentos por arraias e, assim, estimular 

os órgãos competentes a desenvolverem ações de educação ambiental, qualificação adequada 

de profissionais de saúde no tratamento de acidentados e estudos que viabilizem a produção 

de imunobiológicos específicos (Sá-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
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.
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Introduction

Venomous fishes include stingrays, which although
not aggressive cause many cases of envenomation
(Halstead 1966, Ericsson et al. 2006, Magalh~aes 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 Par�a, 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

in self-defense, act as a whip and cause an irregular
laceration (Magalh~aes 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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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 (S�a-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 (n¼ 4) and P.
orbignyi (n¼ 1) were collected in Cub�a Lake in the

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 ¼ 10 cm.
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Negro River basin (0�56025.900S 62�55057.400W) in the
municipality of Barcelos in the state of Amazonas.
Specimens of P. aiereba (n¼ 6) were collected in the
Tapaj�os River in Alter do Ch~ao, a district in the munici-
pality of Santar�em, Par�a State (2�30016.600S
55�01059.800W). Specimens of P. iwamae (n¼ 4) and P.
motoro (n¼ 6) were collected in the Solim~oes River
basin, in Janauac�a Lake (3�22054.800S 60�18001.300W,
Municipality of Manaquiri) and Curarizinho channel
(3�18042.600S 59�59002.400W, Municipality of Careiro da
V�arzea), 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 15min. 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 mg) adsorbed on aluminum
hydroxide adjuvant [Al(OH)3], and the second group
received a mixture of stinger extract (mucus and tis-
sue) of P. motoro (200 mg) also adsorbed on Al(OH)3.
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.

Figure 2. Locations where Potamotrygon orbignyi, Potamotrygon schroederi, Plesiotrygon iwamae, Potamotrygon motoro and
Paratrygon aiereba were collected. States of Amazonas and Par�a, Brazil. Map elaborated by Erlane da Cunha.
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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
3 h. A total of 50 mg of protein was used from each
sample in the proportion 1:1 (v/v) with nonreducing
sample buffer. The following proteins (7 mL each)
were used as molecular weight markers: myosin
(203 kDa), b-galactosidase (114 kDa), bovine serum
albumin (73 kDa), ovalbumin (47 kDa), carbonic anhy-
drase (34 kDa), soybean trypsin inhibitor (27 kDa),
lysozyme (18 kDa) and aprotinin (6 kDa) (Bio RadVR

Prestained Broad Range SDS-PAGE Standards, USA,
catalog no. 161–0318). The protein bands were visual-
ized by staining the gels for 24 h 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 (BioRadVR , 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-HCl, 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 24 h in Coomassie
Blue and gently destained for 30min. 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

were transferred onto nitrocellulose membranes
(Bio-RadVR , USA, cat # 162–0115) using a Mini Trans-
BlotVR cell (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA) at
200mA for three hours. The membranes were then
blocked for 24 h at 4 �C with 5% MolicoVR skim milk
(Nestl�e) 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 ScientificVR ) for over an hour, washed five times
with PBS and the antigen–antibody reaction was
visualized by using H2O2 as substrate and 3,30-
diaminobenzidine (DAB – Bio-RadVR ) 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 (2mL containing 2 mg of protein) were applied to
stripes of nitrocellulose membranes. The membranes
were then placed in 5% MolicoVR skim milk (Nestl�e) for
24 h 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 ScientificVR ) 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 114 kDa 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 203 kDa. 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 4. Zymogram showing gelatinolytic components of dorsal and stinger extracts from Potamotrygon motoro, Potamotrygon
schroederi, Potamotrygon orbignyi, Paratygon aiereba and Plesiotrygon iwamae. d ¼ dorsal extract. s ¼ stinger extract.

Figure 3. SDS-PAGE electrophoretic profiles of dorsal and stinger extracts from Potamotrygon motoro, Potamotrygon orbignyi,
Potamotrygon schroederi, Paratygon aiereba and Plesiotrygon iwamae. d ¼ dorsal extract. s ¼ stinger extract.
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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, 40 kDa
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 Solim~oes River induced systemic
rhabdomyolysis in Balb/c mice. Histopathological ana-
lysis after 24 h 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.

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. d¼ dorsal extract. s¼ stinger
extract.
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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, Paran�a-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

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 1:64,000 1:128,000
Potamotrygon motoro dorsal extract 1:64,000 1:256,000
Potamotrygon orbignyi stinger extract 1:128,000 1:256,000
Potamotrygon orbignyi dorsal extract 1:64,000 1:128,000
Potamotrygon schroederi stinger extract 1:64,000 1:256,000
Potamotrygon schroederi dorsal extract 1:32,000 1:64,000
Paratygon aiereba stinger extract 1:32,000 1:128,000
Paratygon aiereba dorsal extract 1:32,000 1:128,000
Plesiotrygon iwamae stinger extract 1:32,000 1:64,000
Plesiotrygon iwamae dorsal extract 1:128,000 1:64,000
�Values correspond to the endpoints of the titrations.

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. d¼ dorsal extract. s¼ stinger
extract.
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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.

Magalh~aes 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 15 kDa and two separate bands, one
at 66.2 kDa and another close to 25 kDa. 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 10 kDa. 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 22 kDa, an intense and diffuse band between
43 and 65 kDa and various other components between
15 and 130 kDa, 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 27 kDa 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

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 Magalh~aes 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 27 kDa,
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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biologia, cl�ınica e terapêutica dos acidentes. 2nd ed. S~ao
Paulo, Brasil: Sarvier, 295–313.

Neto, D.G., and Haddad, V., Jr., 2010. Arraias em rios da
regi~ao Sudeste do Brasil: locais de ocorrência e impactos
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�Area de Proteç~ao Ambiental-APA do rio Curia�u, Macap�a-
AP. Biota Amazônia, 1, 74–78.
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Resumo 

 
Arraias de água doce são peixes cartilaginosos providos de ferrões na base da cauda. O ferrão 
é coberto por epitélio contendo glândulas 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 ferrão na vítima, causando um ferimento 
extremamente dolorido, que geralmente leva à necrose do tecido. O tratamento é baseado no 
uso de analgésicos, anti-inflamatórios e antibióticos, pois ainda não existe um antiveneno 
específico para os envenenamentos por arraias de água doce. Pelo exposto, o presente estudo 
teve por objetivo analisar a neutralização das atividades edematogênica e miotóxica induzidas 
pela peçonha da arraia Potamotrygon motoro por meio de dois protocolos: o de 
soroneutralização, utilizando os soros de camundongos hiperimunes antidorso ou antiferrão de 
P. motoro ou de vacinação com os extratos do dorso ou do ferrão dessa espécie. O protocolo 
de soroneutralização consistiu em injetar a peçonha via intramuscular (gastrocnêmio), e, em 
seguida, ministrar ou o soro antidorso ou o soro antiferrão via plexo venoso oftálmico. Já o 
protocolo de vacinação consistiu em imunizar os camundongos com o extrato do dorso ou do 
ferrão adsorvidos em hidróxido de alumínio e desafiá-los com a peçonha via intramuscular. 
Os gastrocnêmios foram removidos para análise histopatológica e esterológica e o sangue, 
coletado via plexo venoso oftálmico para dosagem de citocinas, PCR e CK. Os protocolos de 
soroneutralização e vacinação com os soros antidorso e antiferrão não neutralizaram as 
atividades edematogênica e miotóxica sob as condições experimentais adotadas. A 
rabdomiólise sistêmica só foi neutralizada 100% nos animais vacinados com o extrato do 
ferrão. A análise das citocinas indicou que o protocolo de soroneutralização induziu a 
liberação de citocinas dos perfis Th1, Th2, Th17 e Treg, enquanto o protocolo de vacinação 
induziu à uma resposta Th1. 
 

Palavras-chave: Potamotrygon, arraias de água doce, envenenamentos, soro, ferrão, 
soroneutralização. 
 

1. Introdução 

 

Arraias de água doce (Chondrichthyes – Potamotrygoninae) são peixes de hábito 

bentônico que possuem de um a três ferrões na base da cauda. O ferrão é uma estrutura afiada, 

alongada e mineralizada, derivada de dentículo dérmico modificado (Garrone Neto and 

Haddad Jr., 2009), retro-serrada bilateralmente e coberta por um epitélio contendo células 

produtoras de proteínas que induzem à dor, inflamação e necrose (Pedroso et al., 2007; Silva-

Jr. et al., 2015). 

Os acidentes com arraias geralmente acontecem quando as pessoas, ao realizar alguma 

atividade à 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 ferrão na vítima e causando uma laceração irregular 

(Magalhães et al., 2006). 
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Os envenenamentos por arraias de água doce se caracterizam pela ação inflamatória 

intensa (Antoniazzi et al., 2011; Kimura et al., 2014). As vítimas quase sempre se queixam de 

dor lancinante, desproporcional ao tamanho da lesão (Pardal and Gadelha, 2010). 

Inicialmente, o ferimento apresenta eritema e edema e, em pouco tempo, surge uma necrose, 

causando flacidez do tecido e formação de uma úlcera que evolui lentamente (Magalhães et 

al., 2008). O processo de cicatrização costuma ser longo e difícil, podendo durar meses 

(Haddad Jr. et al., 2013). Os pacientes também podem apresentar complicações como 

náuseas, vômitos, salivação, sudorese, depressão respiratória, fasciculação muscular e 

convulsões (Haddad Jr. et al., 2004). Como um fator agravante, o ferrão pode quebrar no 

momento do acidente e provocar a retenção de fragmentos no ferimento (Haddad Jr. et al., 

2004). Geralmente, as vítimas ficam com cicatrizes ou sequelas (Haddad Jr. et al., 2004; 

Garrone Neto and Haddad Jr., 2010; Abati et al., 2017). Em casos onde não há tratamento 

adequado, pode ocorrer até amputação do membro afetado (Sá-Oliveira et al., 2011; Monteiro 

et al., 2016). Lesões letais raramente ocorrem, exceto em casos onde o ferrão atinge órgãos 

vitais (Garrone Neto and Haddad Jr., 2009). 

Ainda que sejam pouco letais, os envenenamentos são extremamente dolorosos e 

desagradáveis, pois podem deixar a pessoa incapacitada por meses (Haddad Jr. et al., 2013). 

Como geralmente ocorrem em áreas remotas, quase nunca são relatados, e, em muitos casos, 

não são tratados corretamente ou são tratados apenas com medicina tradicional (Haddad Jr., 

2008; Haddad Jr. et al., 2013). As pessoas acabam buscando soluções caseiras para minimizar 

os sintomas clínicos, como o uso de ervas medicinais, óleos e cascas vegetais, sebo de 

carneiro, borra de café, seiva de bananeira, limão, álcool, e até mesmo diesel, querosene ou 

gasolina (Sá-Oliveira et al., 2011; Lameiras et al., 2013; Costa, 2017). Obviamente, esses 

tratamentos não são recomendados, pois podem agravar a lesão (Sá-Oliveira et al., 2011; 

Lameiras et al., 2013). 

Até o momento, não há antiveneno específico para o tratamento das lesões em 

envenenamentos por arraias. A abordagem terapêutica é sintomática, baseada no uso água 

morna para aliviar a dor, analgésicos, anti-inflamatórios e antibióticos para prevenir infecção 

secundária (Garrone Neto and Haddad Jr., 2009). 

Embora os procedimentos médicos sejam capazes de controlar o quadro clínico dos 

pacientes, a neutralização das toxinas seria a conduta ideal para impedir a indução dos 

sintomas (Garrone Neto and Haddad Jr., 2009). Segundo recomendação da WHO (2007), a 

soroterapia é o tratamento mais indicado para indivíduos acidentados por animais 

peçonhentos. Existem estudos mostrando a eficácia de soros experimentais em neutralizar a 
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peçonha de alguns peixes (teleósteos), como o niquim (Thalassophryne nattereri) (Lopes-

Ferreira et al., 1998; Lopes-Ferreira et al., 2000), o peixe-escorpião (Scorpaena plumieri)  

(Gomes et al., 2011) e já existem soros sendo produzidos comercialmente, como no caso do 

peixe-pedra (Synanceia sp.) (Darlene and Phee-Kheng, 2013; Ziegman and Alewood, 2015). 

Em relação aos estudo com soro contra peçonha de arraia, Russell (1972) observou a 

neutralização da letalidade da peçonha da arraia Urobatis halleri, em camundongos, com soro 

de cavalo contra os venenos das arraias marinhas Myliobatis californicus e Urobatis castexi. 

Quanto às pesquisas voltadas para soro contra a peçonha das arraias de água doce, estudos 

apontam que a peçonha é imunogênica, induzindo a altos títulos de anticorpos que possuem 

reatividade cruzada, in vitro, com a peçonha de outras espécies de arraias de água e uma 

espécie marinha (Barbaro et al., 2007; Thomazi, 2016; Lameiras et al., 2017). 

Pelo exposto, o presente estudo teve por objetivo analisar a neutralização das 

atividades edematogênica e miotóxica induzidas pela peçonha da arraia de água doce P. 

motoro por meio de soros hiperimunes ou da vacinação a partir do extrato de muco que 

recobre o dorso ou o ferrão do animal, uma vez que o soro antidorso reconhece componentes 

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

 

2. Material e métodos 

 

2.1 Coleta e preparo dos venenos 

 

A autorização para coletar as arraias de água doce foi fornecida pelo Instituto Chico 

Mendes de Conservação da Biodiversidade – ICMBio, pelo Sistema de Autorização e 

Informação em Biodiversidade a Biodiversidade – SISBIO (ref. no.45289-2). Os espécimes 

de Potamotrygon motoro (n=14) foram coletados no Rio Solimões, Paraná do Curarizinho 

(3°18'42.6"S 59°59'02.4"W), Município de Careiro da Várzea. A região dorsal e o ferrão das 

arraias foram raspados separadamente com um bisturi e o material coletado foi transportado 

em nitrogênio líquido. Após, as amostras foram misturadas com solução salina tamponada 

com fosfato (PBS pH 7,4) e centrifugadas a 5000 rpm, durante 10 minutos, à temperatura 

ambiente. Os sobrenadantes foram liofilizados e armazenados em -20o C até o uso. As 

concentrações de proteína das amostras foram determinadas pelo método de Bradford (1976), 

utilizando-se albumina de soro bovino como proteína padrão. 
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2.2 Animais dos experimentos 

 

Para a realização dos experimentos, foram usados camundongos Balb/c fêmeas, 

provenientes do Biotério Central do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia – INPA, 

com acesso à água e alimento ad libitum. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa Animal do INPA (ref. no. 018/2014). Os procedimentos envolvendo os animais 

foram realizados de acordo com a legislação nacional e princípios éticos da Sociedade 

Brasileira de Ciências de Animais de Laboratórios (SBCAL) e nas resoluções do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). 

 

2.3 Obtenção dos antivenenenos 

 

Para a produção dos soros hiperimunes antidorso (SAD) e antiferrão (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 µg) 

adsorvido em hidróxido de alumínio [Al(OH)3] utilizado como adjuvante e o outro grupo 

(n=10) recebeu o extrato de muco e tecido do ferrão (peçonha) de P. motoro (200 µg) também 

adsorvido em Al(OH)3. A dose de imunização e as doses reforço foram administradas por via 

subcutânea a cada sete dias de acordo com Dos-Santos et al. (1988), totalizando 5 doses. No 

29º dia, amostras de sangue foram coletadas sem anticoagulante pelo plexo venoso oftálmico 

dos camundongos para a obtenção dos soros e titulação dos anticorpos dos mesmos por Dot-

ELISA, de acordo com Towbin and Gordon (1984) e modificado por de Lameiras et al. 

(2017). Após, os camundongos foram eutanasiados com 100 µl de solução de cetamina 5% e 

xilazina 2% 1:1 (v/v) via intraperitoneal. As amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 

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

 

2.4 Cinética da formação do edema e obtenção da dose mínima edematogênica (DME) 

 

Para a cinética da formação do edema e determinação da DME para o experimento de 

neutralização 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 μl dos 

extratos do ferrão de P. motoro, nas doses de 5, 10 e 15 μg, e, na pata esquerda, 50 μl de 

salina estéril (veículo). 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 
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minutos, quatro e vinte e quatro horas após a injeção do extrato do ferrão, com o auxílio de 

um paquímetro digital (Mitutoyo Sul Americana, SP, Brasil). Os valores em mm foram 

transformados em porcentagem pela equação: 

 

Edema (%) =
Epd − Epe
Epe x 100

 

 

Onde Epd é a espessura da pata direita e Epe é a espessura da pata esquerda. 

 

2.5 Neutralização da atividade edematogênica 

 

Para verificar a eficácia do SAD ou SAF em neutralizar a atividade edematogênica, 

camundongos Balb/c fêmeas (n=4/grupo) foram injetados com 50 µl contendo duas DME (30 

µg) do extrato do ferrão de P. motoro (via i.p.) na pata traseira direita e, na pata esquerda, 

injetados com 50 µl de salina estéril (controle negativo). Pelo plexo oftálmico venoso, um 

grupo recebeu apenas salina estéril (controle positivo), um recebeu 100 μl do SAD e o outro 

recebeu 100 μl do SAF. O edema foi quantificado pela medida das espessuras das patas 

direita e esquerda com o auxílio de um paquímetro digital (Mitutoyo Sul Americana, SP, 

Brasil) nos tempos de 20 e 35 minutos, 1 hora e 30 minutos, 3 e 24 horas após as injeções e os 

valores em mm foram transformados em porcentagem pela equação no item anterior. 

 

2.6 Neutralização da atividade miotóxica 

 

A neutralização da atividade miotóxica pelo SAD ou SAF foi avaliada em 

camundongos Balb/c fêmeas, conforme desenho experimental da Tabela 1 (n=4/grupo). A 

dose ministrada nos camundongos desafiados com o extrato do ferrão de P. motoro foi a de 

400 μg, pois é a dose mínima capaz de induzir à reação inflamatória intensa e necrose, 

conforme Barbaro et al. (2007). No 26º dia de imunização,  amostras de sangue foram obtidas 

via plexo venoso oftálmico para a titulação dos anticorpos por Dot-ELISA dos grupos 

vacinados com o extrato do dorso (VD) ou do ferrão (VF) frente ao extrato do ferrão de P. 

motoro. No 29o dia, vinte e quatro horas após os tratamentos, amostras de sangue foram 

obtidas novamente via plexo venoso oftálmico para dosagem de citocinas, creatina cinase 

(CK) e da Proteína C-reativa (PCR) a partir dos soros. Em seguida, os camundongos foram 

eutanasiados com 100 µl de solução de cetamina 5% e xilazina 2% 1:1 (v/v) via 
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intraperitoneal e os músculos gastrocnêmios direito (músculo teste, que recebeu ou salina ou 

extrato de ferrão) e esquerdo (músculo contralateral saudável, que não recebeu nenhum 

tratamento ou veículo, indicador da ação miotóxica sistêmica) de todos os camundongos 

foram retirados e fixados em formol tamponado 10%, por 5 dias, à temperatura ambiente, para 

posterior análise histopatológica e estereológica. 

 

Tabela 1. Desenho experimental adotado para a avaliação de neutralização da atividade    
miotóxica induzida pelo extrato do ferrão de Potamotrygon motoro pelo SAD ou SAF. 

 

2.6.1 Densidade de volume (volume relativo, Vv) – análise histopatológica e estereológica 

 

Após o período de fixação, todos os músculos coletados foram processados 

histologicamente e emblocados em historesina (Technovit® 7100 [2-hydroxyethyl 

methacrylate], Heraeus Kulzer, Germany). Cortes histológicos de 5μm de espessura foram 

corados com H.E (hematoxilina e eosina) para observação e porcentagem do dano tecidual, e 

azul de toluidina/fucsina para a visualização e contagem de neutrófilos e mastócitos 

(granulados e não granulados). Todos os procedimentos adotados para o processamento 

histológico do material estão 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 seção histológica foi 

                  Tratamentos 

Grupos 

1o, 8o, 15o e 22o dia (via 

subcutânea) 

28o dia (via músculo gastrocnêmio direito) 

So
ro

ne
ut

ra
liz

aç
ão

 

Controle negativo (C-) 100µl de salina  50µl de salina  

Controle positivo (C+) 100µl de salina  400µg do extrato do ferrão em 50µL de salina 

Tratamento com o soro 

antidorso (SAD) 

100µl de salina  400µg do extrato do ferrão em 50µL de salina 

+ 100µL de SAD via plexo venoso oftálmico 

Tratamento com o soro 

antiferrão (SAF) 

100µl de salina  400µg de extrato do ferrão em 50µL de salina 

+ 100µL de SAF via plexo venoso oftálmico 

V
ac

in
aç

ão
 

Hidróxido/salina (HS) 50µl de Al(OH)3 + 50µl de 

salina  

50µl de salina 

Hidróxido/salina + 

veneno (HSV) 

50µl de Al(OH)3 + 50µl de 

salina  

400µg de extrato do ferrão em 50µL de salina  

Vacinação com o 

extrato do dorso (VD) 

30µg do extrato do dorso em 

100µl de Al(OH)3 

400µg de extrato do ferrão 50µL  de salina  

Vacinação com o 

extrato do ferrão (VF) 

30µg do extrato do ferrão em 

100µl de Al(OH)3 

400µg de extrato do ferrão 50µL  de salina  
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visualizada em sua totalidade e fotografada em baixo aumento (Leica EZ4D 

Estereomicroscópio Digital System, 8x). Em seguida, um sistema teste de contagem contendo 

linhas horizontais e verticais (quadrantes) foi sobreposto às imagens individuais para a 

seleção do campo de vista a ser analisado posteriormente. O programa de análise de imagens 

ImageJ (Schneider et al., 2012) foi utilizado nesta etapa por meio da técnica de amostragem 

sistemática uniforme ao acaso, SURS (systematic uniforme random sampling), para a seleção 

dos campos de vista. O número total de quadrantes contendo tecido muscular foi contado e, 

em seguida, esse valor foi divido pelo número de campos de vista a ser analisado na seção 

histológica. De 10 a 12 campos/seção foram selecionados para análise. Essa abordagem 

permite a seleção de campos de vista de forma aleatória e evita a interferência do observador, 

é eficiente e minimiza o viés nos resultados (Gundersen and Østerby, 1981). Os campos 

amostrados foram fotografados em maior aumento (objetiva PLAN 20x/0,4; ocular GSWH 

10x/22) para posterior análise por meio de um fotomicroscópio Leica DM500, câmera Leica 

ICC50 W. 

Na etapa seguinte, cada imagem (10 a 12 por seção) foi quantificada quanto à 

porcentagem de alterações teciduais observadas. O programa de análise de imagens (módulo 

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 

quantificação das estruturas citadas anteriormente. A porcentagem de volume ocupado por 

cada componente em relação ao espaço de referência (tecido muscular) foi calculada como: 
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Onde Vv é a densidade de volume (volume fracional ou densidade relativa) de 

determinado componente, Pcomp é a somatória de pontos que tocam determinado 

componente e Pref é a somatória de pontos que tocam o espaço de referência (tecido 

muscular). Os componentes avaliados foram: rabdomiólise (necrose de coagulação ou 

liquefativa), derrame hemorrágico, vacuolização (degeneração hidrópica), infiltrado 

inflamatório agudo e músculo saudável (sem dano tecidual aparente). 

Para a quantificação dos mastócitos e células polimorfonucleares (PMNs), as seções 

foram fotografadas em baixo aumento. Em seguida, utilizando-se o programa ImageJ 1.451, 
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para evitar possíveis vieses de seleção 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, o que proporcionou uma análise às cegas, de maneira 

que a pessoa responsável pela contagem não soubesse de qual animal as lâminas pertenciam e 

não alterassem inconscientemente os valores. Em seguida, um sistema teste composto por 

molduras (frames), área de contagem de 1024 um2,  contendo linhas contínuas e tracejadas foi 

sobreposto as imagens por meio do programa IMOD 4.5. As células observadas no interior da 

moldura eram contadas somente quando não tocavam as linhas contínuas. Para a 

diferenciação dos mastócitos degranulados dos granulados, usou-se a técnica descrita por 

Laufer (2002). Os mastócitos foram considerados degranulados quando apresentavam 

grânulos salientes a partir da membrana celular, grânulos liberados em vesículas alterando a 

continuidade da membrana celular, membrana celular rompida com grânulos livres na 

proximidade ou metacromasia desigual, quando a célula perde a coloração azul-violeta para 

assumir uma coloração mais clara (tons de rosa). 

 

2.6.2 Análises bioquímicas e dosagem de citocinas 

 

As análises bioquímicas de CK total e PCR das amostras de soro dos camundongos 

foram realizadas no equipamento automatizado para testes de química clínica Roche©, modelo 

Cobas c111, pelo princípio de medição da fotometria de absorbância, uma metodologia 

comum nas análises de enzimas, substratos e proteínas específicas. 

A dosagem de citocinas das amostras de soro foi realizada pela técnica de Citometria 

de Fluxo CBA (Cytometric Bead Array) com o Kit BDTM Mouse Th1/Th2/Th17 CBA (Cat. 

N° 560485, Lot.: 4345943, BD® Biosciences, San Diego, CA, USA), segundo instruções do 

fabricante. As citocinas quantificadas foram: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-γ e TNF-α. 

Para o cálculo das concentrações das citocinas (valores em pg/mL), foi utilizado o software 

FCAP-ArrayTM (v3.0.1). 

 

2.7 Análise estatística 

 

Para as análises estatísticas univariadas, utilizou-se o programa Prisma (GraphPad 

Software, Inc. USA). Todos os valores foram apresentados como média ± desvio padrão. Os 

resultados foram analisados por meio de ANOVA (análise de variância one-way), exceto o 
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edema, que foi analisado por meio de ANOVA two-way. O teste paramétrico de múltiplas 

comparações de Tukey foi utilizado para comparar os valores médios entre os tratamentos. As 

análises foram feitas separadamente para o protocolo de soroneutralização com os soros 

antidorso e antiferrão de P. motoro (SAD e SAF), tendo como controles os grupos C- e C+, e 

para o protocolo de vacinação com os extratos do dorso e do ferrão de P. motoro (VD e VF), 

tendo o grupo HS (hidróxido + salina) como controle negativo e o grupo HSV (hidróxido + 

salina + veneno) como controle positivo. Alternativamente, o teste não paramétrico de Mann-

Whitney foi empregado quando apropriado. O limite de confiança estabelecido para os testes 

foi de 5%. Para as análises estatísticas multivariadas, utilizou-se o programa PAST-

PAleontological STatistics, version 3.14 (Hammer, 2013) que reduziu a análise de 18 

variáveis para apenas dois componentes principais (PCA). Essa estratégia possibilitou 

explorar as relações das variáveis deste estudo e seus comportamentos nos diferentes 

tratamentos. Adicionalmente, foi aplicada análise de agrupamento hierárquico para evidenciar 

as similaridades entre os tratamentos. 

 

3. Resultados 

 

3.1 Titulação dos soros antidorso e antiferrão 

 

Os soros hiperimunes antidorso e antiferrão (SAD e SAF) produzidos apresentaram 

anticorpos na titulação de 1:64.000 e estes soros íntegros (sem o isolamento dos anticorpos) 

foram usados nos experimentos de neutralização das atividades edematogênica e miotóxica 

induzidas pelo extrato do ferrão de P. motoro. 

 

3.2 Cinética e neutralização da atividade edematogênica 

 

A Figura 1A indica a cinética da formação do edema de pata induzido pelo extrato do 

ferrão de P. motoro. O pico do edema ocorreu em 20 minutos após a injeção. A Dose Mínima 

Edematogênica (DME), que induziu aumento do volume da pata maior que 30% em relação 

ao do tempo zero (inicial), foi a dose de 15 µg. A dose de desafio para a neutralização do 

edema pelo SAD e SAF foi de duas vezes a DME (30 µg). Os edemas induzidos pelas doses 

de 5, 10 e 15 µg não apresentaram diferença estatística nos tempos avaliados, exceto em trinta 

e cinco minutos, onde a dose de 5 µg induziu a um edema significativamente menor que as 

doses de 10 e 15 µg (p = 0,0038 e 0,0011, respectivamente). A Figura 1B apresenta a 
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neutralização da atividade edematogênica pelo SAD e SAF. Os soros não foram capazes de 

neutralizar a atividade edematogênica induzida pelos 30 µg de extrato do ferrão de P. motoro 

nos tempos observados.  

 

Figura 1. A. Cinética da atividade edematogênica induzida pelo extrato do ferrão de P. 
motoro. B. Neutralização da atividade edematogênica pelos soros antidorso (SAD) e 
antiferrão (SAF) de P. motoro. **p ≤ 0,01. 
 

3.3 Neutralização da miotoxicidade: análise qualitativa 

 

Os soros colhidos no 26º dia do experimento de neutralização (item 2.6) mostrou que 

os camundongos dos grupos vacinados com o extrato do dorso (VD) e o extrato do ferrão 

(VF) de P. motoro apresentaram títulos de anticorpos em 1:64.000 e 1:128.000, 

respectivamente. Os camundongos que receberam apenas salina ou hidróxido de alumínio + 

salina no decorrer do experimento não apresentaram títulos de anticorpos para o extrato do 

ferrão. 

As Figuras 2, 3 e 4 ilustram a análise histopatológica dos camundongos após os 

protocolos de soroneutralização e vacinação. Vinte e quatro horas após a injeção de salina 

estéril ou de extrato do ferrão de P. motoro no músculo gastrocnêmio, os camundongos do 

grupo controle negativo (C-) apresentaram derme com moderado infiltrado inflamatório e 

tecido muscular compatível com a histologia normal, isto é, sarcoplasma com estriações 

preservadas e núcleos periféricos em formato fusiforme ou ovoide (Figura 3A). 

Os camundongos do protocolo de soroneutralização [grupo controle positivo (C+) e 

grupos tratados com os soros antidorso e antiferrão (SAD e SAF)], e do protocolo de 

vacinação [grupo que recebeu hidróxido de alumínio e salina estéril (HS), hidróxido de 

alumínio, salina e veneno (HSV) e grupo vacinados com o extrato do dorso (VD) ou do ferrão 
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(VF)] apresentaram tecido subcutâneo caracterizado por células adiposas entremeadas por 

finas fibras colágenas dispostas frouxamente e exsudato inflamatório agudo (Figura 2), 

caracterizado pela presença de células polimorfonucleares (principalmente neutrófilos), 

macrófagos, linfócitos (Figura 3B) e mastócitos (Figura 3C), além de numerosos vasos 

sanguíneos congestos, de diferentes calibres (Figura 3B) e áreas de extravasamento de 

eritrócitos, caracterizando focos de derrames hemorrágicos, exceto no grupos HS e HSV 

(Figura 3D).  

 

Figura 2. Corte histológico em baixo aumento de músculo gastrocnêmio injetado com o 
extrato do ferrão de P. motoro, apresentando tecido subcutâneo (ts) caracterizado por células 
adiposas (a) entremeadas por exsudato inflamatório agudo (e), além de numerosos vasos 
sanguíneos congestos (v). Na camada superior está e epiderme (ep) e a derme (d) e, mais 
profundamente, tecido muscular (m). Coloração: H.E. 
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Figura 3. Efeito da injeção de extrato do ferrão de P. motoro na pele e no músculo de 
camundongo. A. Gastrocnêmio de camundongo do grupo controle negativo apresentando 
tecido muscular com estriações preservadas e núcleos periféricos em formato fusiforme ou 
ovoide (setas). B. Exsudato inflamatório agudo caracterizado pela presença de neutrófilos 
(retângulo tracejado), macrófagos (cabeça de seta) e vasos sanguíneos congestos de diferentes 
calibres (v). C. Mastócitos ao centro da imagem, exibindo o núcleo em tom azul e numerosos 
grânulos em violeta. Coloração em azul de toluidina/fucsina. D. Área de extravasamento de 
eritrócitos (asterico), caracterizando derrame hemorrágico. Imagens A, B e D em H.E. 
 

Esse padrão de vasos hiperemiados (Figura 4A) e exsudato inflamatório se estendeu 

até a camada muscular, envolvendo epimísio, perimísio e endomísio das fibras. Algumas 

regiões musculares também apresentaram focos compatíveis com vacuolização (degeneração 

hidrópica) (Figura 4B) e rabdomiólise, confirmada pela presença de focos de necrose 

liquefativa (Figura 4C), caracterizada pela presença de restos necróticos de fibras musculares 

e abundante acúmulo de células inflamatórias polimorfonucleares, além de linfócitos e 

macrófagos, indicando abscesso, e áreas predominantemente em necrose de coagulação, com 

padrão de citoplasma eosinofílico e núcleos em picnose, cariorrexe ou cariólise com 

preservação dos contornos celulares (Figura 4D). 
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Figura 4. Efeito da injeção de extrato do ferrão de P. motoro em músculo de camundongo. A. 
Vasos hiperemiados meio ao tecido muscular. B. Região muscular compatível com 
degeneração hidrópica (dh). C. Necrose liquefativa (nl) caracterizada pela presença de restos 
necróticos de fibras musculares e abundante acúmulo de células inflamatórias 
polimorfonucleares, além de linfócitos e macrófagos, indicando abscesso. D. Áreas em 
necrose de coagulação (nc) com preservação dos contornos celulares e presença de infiltrado 
inflamatório. Coloração: H.E. 
 

3.4 Neutralização da miotoxicidade: análise quantitativa 

 

Os gastrocnêmios teste dos camundongos do protocolo de soroneutralização e dos 

camundongos do protocolo de vacinação não diferiram quanto ao volume de rabdomiólise 

(Figura 5A), vacuolização (Figura 5C), derrame hemorrágico (Figura 5D), infiltrado 

inflamatório agudo (Figura 5E), volume de músculo saudável (Figura 5G) e volume de dano 

total (soma do volume de rabdomiólise, vacuolização e derrame hemorrágico - Figura 5F). 

Em relação aos gastrocnêmios contralaterais, somente os grupos C+, SAD, SAF, HSV 

e VD, injetados via intramuscular com a dose de 400 µg do extrato do ferrão de P. motoro, 

apresentaram rabdomiólise em porcentagem muito menor que os gastrocnêmios teste (Figura 

5B), indicando que o extrato induziu à miotoxicidade sistêmica nos camundongos Balb/c. No 

entanto, os gastrocnêmios contralaterais não apresentaram derrame hemorrágico. Ainda nos 
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tratamentos com os soros hiperimunes, os gastrocnêmios contralaterais do grupo SAD 

apresentaram infiltrado inflamatório agudo (0,23 ± 0,36 %) e fibras musculares com 

vacuolização (0,08 ± 0,17 %) e o grupo SAF apresentou somente infiltrado inflamatório 

agudo (0,06 ±  0,12 %). A porcentagem de músculo saudável dos gastrocnêmios contralaterais 

não apresentou diferença entre todos os grupos analisados (Figura 5H). Os gastrocnêmios 

contralaterais dos camundongos do grupo VF não apresentaram dano tecidual ou presença de 

infiltrado inflamatório, indicando que o protocolo de vacinação a partir do extrato do ferrão 

foi eficaz em neutralizar a atividade miotóxica sistêmica induzida pela peçonha de P. motoro. 

Os valores de células polimorfonucleares (PMNs) não apresentaram diferenças 

significativas entre os camundongos do protocolo de soroneutralização ou de vacinação, tanto 

nos gastrocnêmios teste quanto nos contralaterais (Figuras 6A e B). Quanto ao número total 

de mastócitos, somente os gastrocnêmios teste do grupo SAF apresentaram valores 

significativamente menores em relação ao grupo C- (Figura 6C). Em relação aos mastócitos 

granulados, os grupos C+, SAD e SAF também apresentaram valores menores em relação ao 

grupo C- (Figura 6E). Não houve diferença entre os valores de mastócitos degranulados dos 

gastrocnêmios teste (Figura 6G) e entre os valores de mastócitos totais, granulados e 

degranulados dos gastrocnêmios contralaterais de todos os grupos (Figuras 6D, F e H). 
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Figura 5. Análise estereológica dos gastrocnêmios teste e contralaterais dos camundongos 
tratados com os soros antidorso ou antiferrão e vacinados com os extratos do dorso ou do 
ferrão de P. motoro. A. Porcentagem de rabdomiólise dos gastrocnêmios teste. B. 
Porcentagem de rabdomiólise dos gastrocnêmios contralaterais. C. Porcentagem de 
vacuolização dos gastrocnêmios teste. D. Porcentagem de derrame hemorrágico dos 
gastrocnêmios teste. E. Porcentagem de infiltrado inflamatório agudo dos gastrocnêmios teste. 
F. Porcentagem de dano total dos gastrocnêmios teste. G. Porcentagem de músculo saudável 
dos gastrocnêmios teste. H. Porcentagem de tecido muscular saudável dos gastrocnêmios 
contralaterais.  
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Figura 6. Valores de neutrófilos e mastócitos dos camundongos tratados com os soros 
hiperimunes e vacinados com os extratos do ferrão ou do dorso de P. motoro. A.  Valores de 
células polimorfonucleares (PMNs) dos gastrocnêmios teste. B. Valores de células 
polimorfonucleares dos gastrocnêmios contralaterais. C. Valores totais de mastócitos dos 
gastrocnêmios teste. D. Valores totais de mastócitos dos gastrocnêmios contralaterais. E. 
Valores de mastócitos granulados dos gastrocnêmios teste. F. Valores de mastócitos 
granulados dos gastrocnêmios contralaterais. G. Valores de mastócitos degranulados dos 
gastrocnêmios teste. H. Valores de mastócitos degranulados dos gastrocnêmios contralaterais. 
*p ≤ 0,05 e **p ≤ 0,01.
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3.5 Análises bioquímicas 

O grupo controle positivo (C+) apresentou níveis de CK maiores em comparação ao 

grupo controle negativo (C-) e ao grupo tratado com o soro antidorso (SAD), e o grupo 

tratado com o soro antiferrão (SAF) apresentou valores maiores de CK em relação ao grupo 

C- (Figura 7A). O grupo vacinado com o extrato do dorso (VD) apresentou níveis maiores de

PCR em relação ao grupo hidróxido, veneno e salina (HSV) (Figura 7B).

Figura 7. Análises bioquímicas dos soros dos camundongos tratados com os soros 
hiperimunes ou vacinados com o extrato do dorso ou do ferrão de P. motoro. A. Dosagem de 
CK (creatina cinase). B. Dosagem de PCR (proteína C reativa). *p ≤ 0,05 e **p ≤ 0,01. 

3.6 Citocinas 

Os grupos do protocolo de soroneutralização e de vacinação não apresentaram 

diferenças quanto aos níveis séricos de IL-2 (Figura 8A). Os camundongos tratados com o 

soro antiferrão (SAF) apresentaram níveis de IL-4 e IL-6 maiores em relação 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 comparação ao grupo 

que recebeu hidróxido de alumínio e salina (HS) (Figura 8C). O grupo tratado com o SAF 

apresentou níveis maiores de IL-10 e IL-17 em relação aos grupos C-, C+ e tratado com o 

soro antidorso (SAD) (Figura 8D e E). O grupo VD também apresentou níveis de IL-10 

maiores em comparação aos grupos HS, HSV e vacinados com o extrato do ferrão (VF) 

(Figura 8D). Em relação aos níveis séricos de IFN-γ e TNF-α, os grupos SAD e SAF 

apresentaram valores maiores em relação aos grupos C- e C+ (Figuras 8F e G). O grupo VD 

também apresentou níveis de TNF-α maiores em relação aos grupos HS, HSV e VF (Figura 

8G). VD e VF apresentaram maiores níveis de INF-γ. 
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Figura 8. Níveis séricos de citocinas dos camundongos tratados com o soros hiperimunes 
antidorso e antiferrão de P. motoro ou vacinados com o extrato do dorso ou do ferrão de P. 
motoro. *p ≤ 0,05 e **p ≤ 0,01. 



65 

3.7 Análise dos componentes principais (PCA) 

A PCA dos grupos de soroneutralização (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 não interpretados no presente estudo devido a sua baixa 

significância para a variabilidade dos dados. Os grupos foram claramente distintos sob o eixo 

da PC1, formando grupamentos separados. Variáveis (parâmetros) como as citocinas IL-2, IL-

4, IL-6, IL-10, IL-17A TNF e IFN-γ, células polimorfonucleares dos gastrocnêmios teste e 

dano total dos gastrocnêmios contralaterais apresentaram os maiores autovalores positivos, 

indicando que os mesmos foram os responsáveis pela separação observada dos grupos. A 

proximidade dessas variáveis no gráfico indica que são diretamente correlacionadas. Somente 

os mastócitos dos gastrocnêmios teste apresentaram autovalores negativos significantes. A 

direção oposta apresentada pelos mastócitos indica que são inversamente correlacionados as 

variáveis mencionadas anteriormente. A direção dos autovalores no gráfico (autovetores), 

representados pelas linhas que se dispersam a partir do centro, e apontam na direção de SAD e 

SAF, indicam que esses grupos foram caracterizados por valores positivos dessas variáveis, 

mas negativos de mastócitos. Na PC2 (18,07 % da variância explicada), as variáveis com 

maiores autovalores positivos foram os mastócitos dos gastrocnêmios contralaterais, dano 

total dos gastrocnêmios teste, células polimorfonucleares dos gastrocnêmios contralaterais e 

CK, característica do grupo C+. Somente a PCR apresentou autovalores negativos 

significantes na PC2. 

A PCA dos grupos relacionados à vacinação 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 não interpretados no presente estudo. Os 

tratamentos foram claramente distintos sob o eixo da PC1, formando grupamentos separados. 

Variáveis como IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-γ e PCR, apresentaram os maiores autovalores 

positivos, indicando que os mesmos foram os responsáveis pela separação observada dos 

grupos. A proximidade dessas variáveis no gráfico indica que são diretamente 

correlacionadas. Células polimorfonucleares, infiltrado inflamatório dos gastrocnêmios teste e 

IL-2 apresentaram autovalores negativos significantes, indicando que são inversamente 

correlacionados as variáveis mencionadas anteriormente. Essa descrição caracteriza 
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especialmente VD e, em menor proporção, VF (seguindo a mesma linha de raciocínio do 

paragrafo anterior). Na PC2 (17,11% da variância explicada), as variáveis com maiores 

autovalores positivos foram os mastócitos dos gastrocnêmios contralaterais, CK, células 

polimorfonucleares dos gastrocnêmios contralaterais e IL-2. Somente o dano total nos 

gastrocnêmios teste apresentou autovalores negativos significantes. 

A análise de agrupamento hierárquico foi usada como uma técnica de reconhecimento 

padrão para determinar a relação entre os tratamentos. As análises efetuadas com os grupos 

relacionados ao soro e a imunização confirmou a separação 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. Variáveis biológicas após a análise de PCA. Os grupos estão representados pelos 
símbolos indicados com a sua respectiva designação (C-, C+, SAD e SAF). B. Dendograma 
hierárquico para as 18 variáveis obtidas pelo método de agrupamento emparelhado (as 
distâncias refletem o grau de correlação entre os diferentes tratamentos). O dendrograma 
representado claramente segregou os grupos C-/C+ e SAD/SAF como tendo grandes 
distâncias Euclidianas. Dano: dano total. Leucos: infiltrado inflamatório. Mast: mastócitos. 
PMNs: polimorfonucleares. D: gastrocnêmio teste (direito). E: gastrocnêmio contralateral 
(esquerdo). 
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Figura 10. A. Variáveis biológicas após a análise de PCA. Os grupos estão representados 
pelos símbolos indicados com a sua respectiva designação (Al(OH)3 salina, Al(OH)3 veneno, 
VD e VF). B. Dendograma hierárquico para as 18 variáveis obtidas pelo método de 
agrupamento emparelhado (as distâncias refletem o grau de correlação entre os diferentes 
tratamentos). O dendrograma representado claramente segregou os grupos HS/HSV e VD/VF 
como tendo grandes distâncias Euclidianas. Dano: dano total. Leucos: infiltrado inflamatório. 
Mast: mastócitos. PMNs: polimorfonucleares. D: gastrocnêmio teste (direito). E: 
gastrocnêmio contralateral (esquerdo). 
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4. Discussão

Um dos principais sintomas nos envenenamentos por arraias de água doce é a 

formação de edema no membro afetado (Haddad Jr. et al., 2004). Estudos em modelo murino 

apontam que a peçonha induz rapidamente ao edema, com maior volume entre quinze 

minutos e duas horas após a injeção da peçonha (Magalhães 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 neutralização das atividades biológicas induzidas por peçonha de peixes, 

Soliani (2008) obteve, em camundongos, soros monoespecíficos para as espécies Scorpaena 

plumieri, Thalassophryne nattereri, Cathorops spixii (bagre amarelo) e Potamotrygon gr. 

orbignyi. Pela junção de 1 mg de IgG veneno-específica de cada soro, foi produzido um soro 

poliespecífico, que foi avaliado frente as principais atividades tóxicas induzidas pelas 

peçonhas dessas mesmas espécies. Esse soro poliespecífico foi capaz de neutralizar 

parcialmente a atividade edematogênica induzida pela peçonha de P. gr. orbignyi, 

diferentemente do presente estudo, onde observamos que os soros antidorso e antiferrão de P. 

motoro não foram capazes de neutralizar a atividade edematogênica induzida pela peçonha 

homóloga do ferrão. Resultados similares foram encontrados por Thomazi (2016), que 

imunizou camundongos com o muco do dorso de Paratrygon aiereba irradiado por raios 

gama de 60Co. Após a imunização, esses camundongos foram testados frente à atividade 

edematogênica induzida pelo muco de P. aiereba, P. orbigyi e Potamotrygon henlei e os 

anticorpos circulantes não foram capazes de neutralizar essa atividade. 

Em um estudo sobre as mudanças histopatológicas induzidas pelo extrato do ferrão de 

Potamotrygon falkneri, Antoniazzi et al. (2011) observaram, vinte e quatro horas após injeção 

intradérmica de 400 µg do extrato em camundongos, necrose coagulativa completa da pele, 

tecido subcutâneo e músculo esquelético, com uma demarcação clara da pele normal. Com a 

mesma dose e mesmo intervalo de tempo, porém, por via intramuscular, observamos 

igualmente nos camundongos a presença predominante de necrose coagulativa e, em menor 

grau, necrose liquefativa do tecido muscular. Diferentemente do estudo citado, observamos a 

presença de infiltrado inflamatório agudo intenso, edema, numerosos vasos congestos e focos 

de derrame hemorrágico em meio ao tecido subcutâneo dos camundongos que receberam o 

extrato do ferrão. As diferenças observadas podem ser devidas à forma como a peçonha foi 

aplicada, pois a injeção intramuscular simularia uma lesão mais severa, ou às possíveis 

variações (interespécies, intraespécie, dentre outras), dos  diversos componentes presentes nas 
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peçonhas das arraias de água doce, como hialuronidase, fosfolipase A2, serina-proteases e 

metaloproteases (Oliveira-Jr. et al., 2016). Metaloproteases são, normalmente, enzimas 

dependentes de zinco, que desempenham muitos papéis em várias peçonhas animais, como a 

indução de resposta inflamatória, mionecrose e hemorragia (Gutiérrez and Rucavado, 2000). 

A presença de derrame hemorrágico nos camundongos injetados com o extrato do ferrão 

provavelmente é devida à presença dessa enzima na peçonha de P. motoro, como observado 

nos estudos de venômica para as peçonhas de Potamotrygon amandae e P. falkneri (Oliveira-

Jr. et al., 2016). 

No presente estudo, os camundongos foram injetados com o extrato de epitélio 

juntamente com o muco que recobre o ferrão. 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 ferrão (Monteiro-dos-Santos et al., 2011; Lameiras et al., 2014) 

e pode levar à rabdomiólise sistêmica (Lameiras et al., 2014). Além disso, a presença do 

muco, juntamente com a peçonha, pode potencializar a necrose nos envenenamentos por 

arraias de água doce, como observado por Magalhães et al. (2006). 

Mastócitos estão entre as primeiras células inflamatórias a entrar em contato com 

agentes pró-inflamatórios, uma vez que são encontrados em regiões de mucosa e na pele, 

próximos aos vasos. Quando ativados, liberam grânulos contendo mediadores pré-formados e 

armazenados, como a histamina, e sintetizam outros, como as prostaglandinas, que agem 

juntos na vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular, contribuindo, assim, para a 

formação de edema (Reber and Frossard, 2014). Apresentam receptores do tipo Toll, que 

reconhecem PAMP (padrões moleculares associados aos patógenos), DAMP (padrões 

moleculares associados aos danos teciduais) ou VAMP (padrões moleculares associados aos 

venenos) (Sandig and Bulfone-Paus, 2012; Zoccal et al., 2014). Mastócitos também secretam 

componentes com propriedades quimiotácticas para leucócitos, como PAF (fator de ativação 

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 peçonha das 

arraias de água doce leva à resposta inflamatória intensa, induzindo à migração de leucócitos 

ao local da injúria, edema, angiogênese, dano tecidual e degranulação de mastócitos. Porém, 
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recentemente, um estudo em camundongos nocauteados para mastócitos e vários genes 

envolvidos na resposta inflamatória demonstrou que a neutrofilia induzida pela injeção 

intraplantar da peçonha de Potamotrygon cf. henlei pode ser atribuída à liberação abundante 

de IL-33 por cardiomiócitos, e não pelos mediadores dos mastócitos (Dos-Santos et al., 2017). 

Por outro lado, Kimura et al. (2015), ao elucidar o papel dos mastócitos na resposta 

inflamatória induzida pela peçonha de P. motoro, verificou, em camundongos, que o pré-

tratamento no edema de pata induzido pela peçonha com drogas inibidoras de COX1 e COX2, 

drogas inibidoras da degranulação de mastócitos ou antagonistas de receptor histamínico 

diminuiu o edema e o recrutamento de leucócitos para o sítio de injeção da peçonha, 

mostrando que os mastócitos e a histamina são importantes na resposta à peçonha de arraia. 

Além disso, os autores observaram, in vitro, que a peçonha, de uma maneira dose dependente, 

induziu diretamente a degranulação de mastócitos, com aumento da liberação das 

prostaglandinas PGD2 e PGE2 e consequente diminuição da viabilidade dos mastócitos. 

O estudo de Kimura et al. (2015) corrobora nossos dados, pois observamos a 

degranulação de mastócitos na presença da peçonha de P. motoro. Em lesões isquêmicas, 

como na necrose coagulativa observada nos locais de injeção da peçonha, as anafilatoxinas 

oriundas da ativação do Sistema Complemento, C3a e C5a, podem degranular mastócitos do 

tecido conjuntivo ao ativar os seus receptores acoplados a proteína G na superfície da célula 

(Erdei et al., 2004; Krystel-Whittemore et al., 2016). 

A análise de PCA mostra claramente que no protocolo de soroneutralização, os 

mastócitos estão inversamente proporcionais aos valores de células polimorfonucleares, 

indicando que na presença da peçonha juntamente com o soro, provavelmente houve um 

aumento da degranulação dos mastócitos, diminuindo sua viabilidade no tecido, e 

consequentemente, aumentando o recrutamento de leucócitos para sítio inflamatório. Os 

anticorpos presentes no soros podem levar à formação de complexos imunes IgG/antígeno, 

que podem ativar mastócitos 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 solubilização dos complexos imunes solúveis formados: anticorpos/ 

peçonha. (Nesargikar et al., 2012).  

Vale ressaltar que os soros foram ministrados integralmente, isto é, contendo os 

anticorpos e todas as demais proteínas séricas. A presença dessas proteínas poderia induzir 

uma resposta inflamatória, visto que não são proteínas endógenas, apesar de serem 

geneticamente idênticas, pois o soro foi produzido em Balb/c para ser administrado em 

Balb/c, uma linhagem isogênica. A perda da homeostase por conta dessas proteínas pode levar 
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a produção de citocinas de diferentes perfis de linfócitos T. Por exemplo, nos grupos de 

soroneutralização, houve produção de IL-2, que é uma citocina que induz à proliferação 

linfocitária e ativa diretamente linfócitos Treg pelos receptores constitutivos de membrana, o 

CD25 (Chinen et al., 2016). Consequentemente, a ativação de Treg induz à liberação de IL-10 

(O’Garra et al., 2004), aumentada principalmente em SAF. Outra citocina observada em 

concentrações mais altas foi IL-4, característica de resposta Th2 (Stocchi et al., 2017). Esta 

citocina é liberada por mastócitos, que apresentaram diminuição do número tecidual após 

degranularem em SAF. IL-6 e TNF-α, citocinas pró-inflamatórias, também estão em 

concentrações mais altas em SAF. Estas citocinas são liberadas por macrófagos, mastócitos, 

neutrófilos, dentre outras células. A IL-6 também participa da indução da resposta Th17, 

observada pela liberação de IL-17A (Kimura and Kishimoto, 2010). Não foram dosadas 

outras citocinas do perfil Th17, como a IL17-F e IL-22. Esta última é uma citocina que atua 

diretamente nos queratinócitos, induzindo à liberação de CXCL-8, que recruta neutrófilos 

(Zhang et al., 2012), presentes em grande número nos grupos de soroneutralização. Outra 

função da IL-6 é induzir a medula óssea a produzir e maturar neutrófilos (Summers et al., 

2010), o que corrobora os dados observados no presente estudo. Outra citocina liberada nos 

grupos SAD e SAF foi INF-γ, característica de resposta Th1 (Jarry et al., 2017). 

Por tudo que foi exposto, o edema de pata, a diminuição na população tecidual de 

mastócitos e os valores aumentados das citocinas IL-4, IL-6 e TNF-α nos tratamentos de 

soroneutralização da peçonha de P. motoro (SAF) poderia ser devido à interação entre os 

mastócitos e demais leucócitos e as proteínas presentes nos soros. 

Quando verificamos os grupos controle negativo e positivo dos protocolos de 

vacinação, HS e HSV, respectivamente, observamos apenas uma tendência do aumento de IL-

2. Apenas no grupo vacinado com extrato do dorso (VD), observa-se altos níveis de TNF-α, e

baixa liberação de IL-10 (anti-inflamatória), o que indica uma reação inflamatória induzida

por algum componente do veneno não neutralizado pelos anticorpos circulantes, visto que no

grupo vacinado com o extrato do ferrão, essas citocinas não foram liberadas. No entanto,

quando observadas as citocinas de “assinatura” dos perfis de linfócitos Th dos grupos

vacinados, verifica-se a presença da citocina INF-γ e baixos níveis de IL-4, corroborando uma

resposta Th1, diferente do observado em um estudo de imunização experimental com o

veneno de T. nattereri (peixe teleósteo) em hidróxido de alumínio, no qual a resposta foi Th1

e Th2 (Grund et al., 2006). Até pouco tempo, sabia-se que adjuvantes a base de hidróxido de

alumínio 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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vacinação, adjuvantes à base de hidróxido de alumínio podem induzir tanto a resposta 

Th1quanto a Th2 (He et al., 2015). Mediante o maior número de células polimorfonucleares e 

aos baixos valores de citocinas nos grupos do protocolo de vacinação, não podemos afirmar 

que os mastócitos estão participando efetivamente no recrutamento de leucócitos para o sítio 

inflamatório. Assim, este recrutamento pode ser devido à liberação de quimiocinas e de outros 

mediadores inflamatórios. 

No presente estudo, observamos, mais uma vez, a miotoxicidade sistêmica induzida 

pelo extrato de muco e tecido do ferrão de P. motoro em camundongos Balb/c, como 

observado por Lameiras et al. (2014), pela presença de rabdomiólise no gastrocnêmio 

contralateral dos animais que receberam o extrato do ferrão e aumento dos níveis de CK. O 

aumento de CK pode ser devido à ação de miotoxinas presentes nas peçonhas de arraias 

marinhas (Ben Bacha and Mejdoub, 2011) e de água doce (Oliveira-Jr. et al., 2016), como as 

fosfolipases do tipo A2, que causam reação inflamatória intensa no local de inoculação da 

peçonha, induzindo ao dano muscular (Barbaro et al., 2007). 

Barbaro et al. (2007), em estudo com camundongos, mostra que 300 µg do extrato do 

ferrão da arraia P. falkneri induz a um aumento significativo dos níveis 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 níveis de CK podem ficar elevados 

por mais tempo em camundongos. Talvez, a dose de 400 µg de extrato do ferrão não seja a 

mais adequada para reproduzir com fidedignidade, em modelo murino, o envenenamento por 

arraias em humanos, por ser elevada, ao ponto de causar rabdomiólise sistêmica. Portanto, em 

estudos futuros de soroneutralização de peçonha de arraia, devemos pensar em doses menores 

que simulem (ou se aproximem) do que seria o envenenamento em humanos. Ainda assim, 

verificamos que o soro antidorso foi capaz de reduzir significativamente os níveis de CK nos 

camundongos injetados com o extrato do ferrão, o que é promissor. O protocolo de vacinação 

não foi capaz de reduzir os níveis de CK. No entanto, os animais vacinados com o extrato do 

ferrão não apresentaram dano tecidual nos gastrocnêmios contralaterais, mostrando que houve 

uma proteção contra a rabdomiólise sistêmica induzida pela peçonha de P. motoro. 

Em seu relato de caso, Masson et al. (2012) verificou que um indivíduo acidentado 

com arraia marinha apresentou altos níveis de proteína C reativa (PCR), uma proteína de fase 

aguda, sugerindo uma resposta inflamatória sistêmica. A liberação de PCR é induzida pela IL-

6. No entanto, nossas análises mostram que em vinte e quatro horas, os níveis de PCR

encontram-se basais. De fato, estudos de caracterização da resposta inflamatória induzida pela

peçonha de arraias de água doce mostram que o pico da produção de IL-6 na pata injetada
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com a peçonha 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 

peçonha 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 níveis de 

IL-6 por nós analisados para vinte e quatro horas. É provável que o pico da produção de PCR 

em camundongos desafiados com peçonha de arraia de água doce siga o pico da produção de 

IL-6. Sendo assim, estudos sobre a cinética da produção de IL-6 e PCR em envenenamentos 

por arraias são necessários. 

No presente estudo, optamos também por produzir o soro antiarraia a partir do extrato 

do dorso, uma vez que este extrato é tão imunogênico quanto o extrato do ferrão, produzindo 

anticorpos que reconhecem antígenos da peçonha do ferrão (Lameiras et al., 2017), e induz 

envenenamento semelhante ao do ferrão, em testes in vivo (Lameiras et al., 2014). Além 

disso, o extrato do dorso pode ser obtido em maiores quantidades e é mais fácil de se coletar, 

reduzindo o risco de envenenamento ao pesquisador. Porém, sob as condições experimentais 

adotadas, não observamos diminuição significativa do dano local induzido pela peçonha de P. 

motoro entre os grupos dos protocolos de vacinação e soroneutralização tanto com o extrato 

do ferrão quanto do dorso. É importante ressaltar que a vacinação com o extrato do ferrão foi 

capaz de neutralizar 100% da ação miotóxica sistêmica induzida pela peçonha. Sendo assim, 

pretendemos dar continuidade aos estudos de soroneutralização da peçonha de arraias de água 

doce, onde o ideal será desafiar os camundongos com doses menores de peçonha de arraia 

(para verificar a presença ou não da rabdomiólise sistêmica) e tratá-los com anticorpos 

isolados dos soros hiperimunes pelo método do ácido caprílico (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

Comissão de Ética em Pesquisa no Uso de Animais do Instituto Nacional de Pesquisas da

Amazônia, no 018/2014.

2. Autorização emitida pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade

(ICMBio), sob o protocolo no 45289-2 do Sistema de Autorização e Informação em

Biodiversidade (SISBIO).
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