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RESUMO

Introducdo: Plesiotrygon iwamae € uma espécie de arraia de &gua doce, da bacia
Amazonica, pertencente a familia Potamotrygonidae, popularmente conhecida como “arraia
chicote”, devido a sua longa cauda com ferrdes em posicdo mediana. No levantamento
bibliografico sobre a composicédo e acdo, do veneno dessa espécie, ndo foram encontradas
referéncias. Objetivo: O presente estudo tem por objetivo a caracterizagdo de constituintes
proteicos e enzimaticos de raspados do dorso e do ferrdo da arraia Plesiotrygon iwamae bem
como a verificagdo da presenca de atividades fosfolipésica, caseinolitica e gelatinolitica.
Meétodos: os constituintes dos raspados do dorso e do ferrdo foram analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenc¢a de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE),
ao passo que as demais atividades foram analisadas a partir de géis contendo os substratos
proteicos especificos de cada enzima (zimografia). Resultados: a maioria das proteinas dos
raspados do dorso e do ferrdo possuem massas moleculares entre 20,82 e 22,85 kDa. Os
raspados do ferrdo apresentaram 36,4% de atividade fosfolipasica enquanto os raspados do
dorso apresentaram 9,1%. Houve presenca de atividade caseinoitica tanto em raspados do
dorso quanto do ferrdo, com presenca de uma banda de massa intermediaria exclusiva do
ferrdo. A atividade gelatinolitica mostrou-se presente nos dois extratos, porém, mais intensa
nos extratos do dorso. Conclusdo: a maioria das proteinas constituintes dos extratos do dorso
e ferrdo possui baixa massa molecular e ndo houve diferenca nos perfis dessas proteinas. A
atividade fosfolipasica mostrou-se mais intensa nos extratos do ferrdo ao passo que a
atividade gelatinolitica mostrou-se mais intensa nos extratos do dorso.

Palavras-chaves: Plesiotrygon iwamae; arraia, agua doce, Amazénica, Potamotrygonidae.



INTRODUCAO

Elasmobranquios é uma subclasse de peixes cartilaginosos, com mais de mil espécies
descritas que habitam ambientes marinhos (95%) e dulciaquicolas (5%), na qual estdo
incluidos os tubarGes e as arraias. As arraias da familia Potamotrygonidae, encontradas na
América do Sul, vivem exclusivamente em agua doce e sdo consideradas os elasmobranquios
mais adaptados para viver nesse ambiente (THORSON et al., 1983; LOVEJOY, 1996).

As arraias possuem um ou mais ferrdes denteados, retroserrados bilateralmente,
recobertos por uma bainha intertegumentar e sulcos presentes em suas bordas, que abrigam
glandulas produtoras de veneno. O ferrdo normalmente é revestido por uma camada de muco

e veneno (MCGOLDRICK; MARX, 1991; MAGALHAES et al., 2006).

Disco corporal/barbatana peitoral Nadadeira pélvica Tubérculos caudais Cauda picada Cauda com filamento caudal

Focinho céncavo

Focinho pontudo Olho Espiraculo Dorso Quilha caudal Nadadeira caudal espatulada
©Andy Murch

Figura 1: imagem esquematica modificada, com identificagdo morfoldgica das arraias de agua doce (familia
Potamotrygonidae).

FONTE: Disponivel em: <http://www.elasmodiver.com/River_Stingrays_Potamotrygonidae.htm> Acesso em:
26/01/2013).



Apesar de ndo serem agressivas, as arraias causam acidentes em seres humanos com
frequéncia suficiente para serem considerados um problema de salde publica nas regides
Norte e Centro-Oeste do Brasil (NETO; HADDAD, 2009).

As arraias normalmente encontram-se debaixo de uma camada de areia em aguas
rasas (HALSTEAD, 1970), e o acidente ocorre quando h& perturbacdo das barbatanas
peitorais (popularmente conhecidas como asas - Figura 1) das arraias, ap6s um banhista pisar
no dorso do animal (MAGALHAES et al., 2006). De maneira reflexa, as arraias direcionam
seus ferrbes para a regido estimulada, causando uma ferida lacerada ou puntiforme,
dependendo do mecanismo do trauma. No momento da penetracdo do ferrdo na pele da
vitima, as bainhas intertegumentares se rompem e o veneno € liberado para a ferida, causando
dor intensa, edema e sangramento devido ao trauma ocasionado pela introducdo do ferréo
(FENNER et al., 1989; MAGALHAES et al., 2006). Em feridas mais graves, a pele pode
adquirir aparéncia enegrecida, ciandtica ou eritematosa, com tendéncia ao desenvolvimento
de hemorragia (FENNER et al., 1989). Além desse dano direto causado pelo acidente, o
envenenamento com arraias pode induzir, em suas vitimas, uma ferida necrdtica com
tendéncia a infeccdo secundaria, principalmente em regides quentes e imidas como as da
América do Sul (BRISSET et al., 2005).

Os envenenamentos por arraias também podem ocasionar sintomas sistémicos, tais
como: nauseas, anasarca, diaforese, convulsdes, paralisia limbica, hipotensdo, sincope,
taquicardia, bradicardia, voémitos, desconforto respiratdrio, colicas, tremores, dores axilares
ou inguinais, fasciculagdes, cefaleia, diarreia, fraqueza e nervosismo (FENNER et al., 1989;
MCGOLDRICK; MARX, 1991; COOK; MATTEUCCI, 2006; MAGALHAES et al., 2006).

Apesar da dor, danos locais e demais manifestagfes sistémicas, os acidentes com

arraias raramente so letais para seres humanos (MAGALHAES et al., 2006).



No Amazonas para a familia Potamotrygonidae foram descritos quatro géneros:
Paratrygon sp., Potamotrygon sp., Plesiotrygon sp. e Heliotrygon sp. (VALENTIM et al.,
2006; SILVA et al., 2007, CARVALHO; LOVEJOY, 2011; CARVALHO; RAGNO, 2011).
Para o género Plesiotrygon sp. ja foram relatadas as espécies: Plesiotrygon iwamae (Figura 2)
e, mais recentemente a P. nana (CARVALHO; RAGNO, 2011).

O presente trabalho teve por objetivos a caracterizacdo os perfis dos constituintes
proteicos e enziméticos dos raspados do dorso e do ferrdo da arraia Plesiotrygon iwamae,
pois ndo existem relatos cientificos sobre acidentes causados por arraias desse género como
também sobre os constituintes proteicos de seus venenos. Importante ressaltar que no
levantamento realizado para o periodo de Janeiro de 1987 a Julho de 2013, nos seguintes
bancos de dados: Scopus, SciVerse, Medline e Pubmed, ndo foram encontradas referéncias

bibliograficas.

Figura 2: arraia Plesiotrygon iwamae
FONTE: imagem gentilmente cedida por Juliana LuizaVarjdo Lameiras.



OBJETIVOS

Objetivo geral

Caracterizar os perfis dos constituintes proteicos e enzimaticos dos raspados do dorso

e do ferrdo da arraia Plesiotrygon iwamae.

Objetivos especificos

e Obtencdo das massas moleculares estimadas das proteinas presentes nos raspados do
dorso e do ferrdo da arraia Plesiotrygon iwamae;

e Verificar a presenca de Fosfolipase A, nos raspados do dorso e do ferrdo da arraia
Plesiotrygon iwamae;

o Verificar a presenca de enzimas com atividades sobre caseina e gelatina nos raspados do

dorso e do ferrdo da arraia Plesiotrygon iwamae.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Magalhdes e colaboradores (2006) demonstraram que 0s venenos das arraias
Potamotrygon cf. scorbina e Potamotrygon gr. orbignyi, encontradas nos rios Parana e
Tocantins (estado de Tocantins) induziram moderadas a¢Oes edematogénica e necrosante,
intensa acdo nociceptiva e fraca acdo proteolitica. Porém, esses venenos ndo induziram a
atividade hemorrégica. A acdo edematogénica dos venenos foi dose-dependente, atingindo o
efeito maximo com a dose de 25ug para ambos e persisténcia do edema por até dez horas
apos suas aplicagcdes. Os venenos de Potamotrygon sp. induziram atividade edematogénica
menos intensa e mais rapida do que os venenos de outros peixes, conhecidos por sua forte e
persistente acdo edematogénica. A atividade necrosante dos venenos de Potamotrygon cf.
scorbina ou de Potamotrygon gr. orbignyi sé foi induzida nas doses de 25, 50 ¢ 100ug, sendo
potencializada quando os mucos, dos dorsos das arraias, foram adicionados aos extratos dos
Venenos.

Esses autores demonstraram também a termolabilidade dos venenos, com reducdo da
atividade edematogénica induzida por Potamotrygon cf. scorbina ou por Potamotrygon gr.
orbignyi que foi de 15 e 9% a temperatura ambiente, de 44 e 42% a 37°C e de 63 e 61% a
56°C, respectivamente (MAGALHAES et al., 2006).

Nesse mesmo artigo, ainda, 0s autores demonstraram que 0s venenos induziram
aumento no numero de leucdcitos em rolamento de 56% para Potamotrygon cf. scorbina e
75% para Potamotrygon gr. orbignyi, porém, ndo modificaram a velocidade de rolamento e a
aderéncia desses leucocitos (MAGALHAES et al., 2006). Os achados de microscopia
intravital por transiluminacdo indicaram acdo dos venenos das arraias Potamotrygon cf.
scorbina e Potamotrygon gr. orbignyi sobre a microcirculacdo, em musculos de

camundongos, pois apos as injegcdes ocorreram liberagOes locais de mediadores vasoativos,
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citocinas inflamatérias e quimioatraentes, além de induzirem um up-regulation nas
expressdes de moléculas de adesdo (MAGALHAES et al., 2006).

A anélise dos constituintes proteicos dos venenos totais mostrou uma banda ampla
com peso molecular de aproximadamente 15 kDa sob condigdes ndo redutoras, em gel de
SDS-PAGE em ambos o0s venenos de Potamotrygon cf. scorbina e Potamotrygon gr. orbignyi
porém, o veneno de Potamotrygon gr. orbignyi apresentou bandas exclusivas de 66,2kDa e de
25kDa (MAGALHAES et al., 2006).

No sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) pela filtracdo
cromatografica em Superdex 12-HR com pH de 7.2 foram obtidos cinco picos nos venenos
de Potamotrygon cf. scorbina e Potamotrygon gr. orbignyi (MAGALHAES et al., 2006).

Magalhdes e colaboradores (2008) demonstraram que a enzima hialuronidase,
presente no veneno da arraia Potamotrygon motoro, migrava como banda unica no SDS-
PAGE, com massa molecular de aproximadamente 79 kDa, existindo como um mondémero,
com pH 6timo na faixa de 4.2 e temperatura 6tima de 37°C em um pH de 4.2, havendo
declinio significativo da atividade acima de 40°C. A enzima se manteve estavel por
aproximadamente 30 minutos quando incubada entre 20 e 30°C, porém perdeu 70% de sua
atividade quando incubada a 40°C. fons como Ni*, Fe™™ e Cu™" em concentragBes baixas
como 10mM foram capazes de reduzir em 25% a atividade enzimatica da hialuronidase. -
mercaptoetanol teve uma pequena influéncia na atividade enzimatica ao passo que heparina
reduziu a atividade da enzima em 20%. Os autores observaram alta afinidade da enzima pelo
acido hialurénico (Km = 4.91 ug/ml), valor muito baixo em comparacdo com a enzima de
outras espécies como Palamneus gravimanus (47.61 mg/ml) (MOREY et al., 2006), Tityus
serrulatus (69.7 mg/ml) (PESSINI et al., 2001), Streptococcus agalactiae (81.9 mg/ml)

(OZEGOWSKI et al., 1994) e Synanceja horrida (709 mg/ml) (POH et al., 1992).
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Conceicdo e colaboradores (2012) isolaram uma proteina antimicrobiana, chamada
PcfHb, do muco da arraia Potamotrygon cf. henlei. A proteina PcfHb, com estrutura
semelhante as cadeias f da hemoglobina, apresentou grande agdo antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas ¢ fungos. Doses minimas inibitorias de 4uM de PcfHb (diluidas
com agua Milli-Q estéril até o volume de 100uL) foram capazes de inibir o crescimento de
Micrococcus luteus e Candida tropicalis, ao passo que uma pequena atividade antimicrobiana
foi observada com doses de 12uM de PcfHb contra Escherichia coli. Além da atividade
antimicrobiana, a proteina PcfHb apresentou uma fraca atividade pré-inflamatoria: a
aplicagdo topica de 4 uM de PcfHb em camundongos machos sui¢os evidenciaram maior
recrutamento de celulas inflamatorias, definido como aumento do rolamento de leucdcitos,
com pico de acdo de cinco minutos que diminuiu progressivamente até desaparecimento do
efeito em 30 minutos, sem evidéncia de alteracdes no numero de células de adesdo. A
proteina PcfHb ndo apresentou atividade hemolitica contra eritrdcitos humanos, mesmo em

altas doses.
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MATERIAIS E METODOS

Levantamento bibliogréafico — para o levantamento bibliogréafico, foram utilizadas as
palavras chaves: stingray; venom; freshwater; Plesiotrigon; Plesiotrygon iwamae e
Potamotrygon, nos bancos de dados como SciVerse, Scopus, Medline e Pubmed, no periodo
de Janeiro de 1987 a Janeiro de 2013.

Obtencgdo e preparo dos extratos (veneno) — Espécimes de Plesiotrygon iwamae
foram coletados no Lago do Janauacd, situado proximo a Manaus (aproximadamente 60 km a
sudoeste da cidade), na margem direita do Rio Solimdes. O ferrdo e o dorso dos animais
foram raspados, com auxilio de bisturi, juntamente com o muco. O material coletado foi
armazenado em nitrogénio liquido durante o transporte até Manaus, para o Laboratorio de
Imunologia, localizado na Universidade Federal do Amazonas, Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, Departamento de Parasitologia. As amostras foram misturadas ao tampdo fosfato-
salina pH 7.4 (PBS) e centrifugadas a 6.000 rpm, durante 15 minutos, temperatura ambiente.
O sobrenadante foi filtrado em filtro Millipore 0,22 um, e, em seguida, estocado em freezer -
20°C até 0 uso.

Perfis proteicos dos extratos do ferrdo e do dorso — Os perfis proteicos dos
raspados dos dorsos e dos ferrbes de espécimes de Plesiotrygon iwamae foram obtidos pelo
método de eletroforese em gel de poliacrilamida, na presenca de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE), conforme protocolo usado em LAEMMLI (1970). Foram aplicados 30 ul de
cada amostra no gel de poliacrilamida na concentracdo de 15%, sob condic¢des redutoras e
ndo-redutoras. Antes da eletroforese, as amostras foram misturadas na proporcéao de 1:1 (v/v)
com os respectivos tampbes de amostra. As proteinas: Miosina (200kD), B-galactosidase
(116,3kD), Albumina (66,2kD), Ovalbumina (45kD), Anidrase carbonica (31kD), Inibidor

soja tripsina (21,5kD), Lisozima (14,4kD) e Aprotinina (6,5kD) (BioRad Prestained Marker,
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Standards Broad Range, USA) foram usadas como marcadores de peso molecular. Os géis
foram corados com Comassie brilhante Blue (Bio-Rad).

Atividade da fosfolipase A, — a metodologia usada para avaliar a atividade da enzima
fosfolipase A, presente nos venenos, foi adaptada de Borges e colaboradores (2000) e
Gutiérrez e Lomonte (1997). Para isso, foram coletados de voluntarios cinco mililitros de
sangue humano na presenga de EDTA, que foi em seguida centrifugado por cinco minutos a
4000 rpm. O sobrenadante (plasma) foi retirado e o pellet foi lavado com PBS. O processo de
centrifugacdo e lavagem foi repetido por trés vezes e o pellet (eritrocitos) foi estocado em
geladeira. Para a montagem do gel, foram utilizados: CaCl, 0,01M; gema de ovo diluida na
proporcao de 1:3 em solugéo salina; solucdo salina (NaCl 0,9%) em pH 7.2; agarose 1%; e
azida sddica 0,005%. Foram dissolvidos 2,259 de agarose em 225 ml de solu¢do salina 0,9%
até a obtencdo de uma solucdo transparente, porém sem chegar a fervura. A solucdo foi
resfriada entre 70-75°C e foram adicionados 2,25 mL de CaCl,, agitando-se lentamente a
solucéo. A solucdo foi novamente resfriada entre 55-60°C e foram adicionados 45 pL de
azida sodica 0,005%, juntamente com 2,7 mL de solucdo de gema de ovo, agitando-se
lentamente a solugdo. Entre 45-50°C, adicionou-se 2,7 mL de eritrdcitos e a solucéo foi
agitada lentamente. Ap6s a homogenizacdo, a cada placa de Petri foram adicionados 27 mL
dessa solugdo com cuidado para ndo formar bolhas. Esperou-se que a solugdo adquirisse
consisténcia de gel e, entdo, foram feitos os cinco furos de trés milimetros sobre o gel para
aplicacdo das amostras, sendo que no furo central foram aplicados 15 uL. de solugao salina
0,9% (controle negativo) nas trés primeiras placas e 30 puL de solugdo salina 0,9% nas placas
de nimeros quatro a nove. Nas duas primeiras placas (controles positivos), aplicou-se 15 uL
de veneno de Bothrops atrox em cada poc¢o, nas concentragdes de 2,5 pg, 5 pug, 10 pg e 15ug.
Na placa de nimero trés (controle positivo), foram aplicados 15 pL de veneno de Bothrops

atrox nas concentrag¢des de 0,62 ug ¢ 1,25 ug em dois pogos cada. Os raspados de muco do
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dorso e do ferrdo da arraia Plesiotrygon iwamae, foram lavados com solugéo salina 0.9%, na
proporcdo de 1:1, e centrifugados a 14.000 rpm por dez minutos, sendo o sobrenadante
(veneno) retirado e aplicado nas placas. Nas placas de ndmeros quatro a nove foram
aplicados 30 uL de veneno do dorso da arraia Plesiotrygon iwamae em dois pogos, ¢ 15 pulL
de veneno do dorso da arraia Plesiotrygon iwamae nos dois pogos restantes, sendo que na
placa de numero seis, foi aplicado o veneno do ferrdo da arraia Plesiotrygon iwamae. As
placas foram entdo armazenadas em uma caixa com algoddo umedecido, que em seguida foi
estocada em estufa a 37°C por 24 horas. Ap6s 24 horas, o diametro dos furos foi medido e as
placas foram novamente estocadas em estufa a 37°C por mais 24 horas. Apds esse periodo, 0
didmetro dos furos foi novamente medido. A formacdo de halo foi considerada como
atividade positiva para fosfolipase A,, sendo que formacdo de halo maior que dez milimetros
foi considerada atividade fosfolipésica significativa.

Atividades caseinolitica e gelatinolitica — caseina ou gelatina foram usados como
substrato de acordo com o método adaptado de Heussen e Dowdle (1980). Dois miligramas
por mililitros de caseina, ou 2 mg/ml de gelatina (tipo B da pele bovina) foram incorporados
como substrato em gel de corrida a 15% com gel de pente a 5% sem substrato. Amostras do
veneno de Plesiotrygon iwamae (10 pg) foram diluidas em tamp&o redutor ou ndo redutor e
submetidas a corridas (15 mA/gel, a 4°C). Apos eletroforese, para a restauracdo das cargas
elétricas das proteinas, o SDS foi removido por dupla lavagem de 20 min cada com Triton X-
100 a 2,5%. Apos lavagens, os géis foram incubados em 20 mM Tris, 0.4 mM de cloreto de
calcio em pH 7.4, a 37°C, por 16 horas e corados com Comassie blue a 0.125%. As areas
claras no gel indicaram atividade enzimatica correspondente ao substrato. Massas

moleculares conhecidas (BioRad, Hercules, CA, USA) foram usadas como marcadores.
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RESULTADOS

Levantamento bibliogréafico: para o periodo de Janeiro de 1987 a Julho de 2013 nédo
foram encontradas referéncias quanto a composi¢do proteica de raspados do dorso ou ferrdo
da arraia Plesiotrygon iwamae. A revisdo bibliogréafica foi baseada em caracteristicas gerais
da familia Potamotrygonidae e caracteristicas mais especificas do género Potamotrygon sp.
para fins de comparacao dos resultados e de argumentos para a discusséo.

Perfis proteicos dos extratos do ferrdo e do dorso: a andlise do SDS-PAGE
demonstrou que a maioria das bandas de proteinas estava dentro da curva do gréfico
elaborado com os valores dos padrdes das massas moleculares. As bandas com maior
concentracdo de proteinas apresentavam massas moleculares de aproximadamente 22,85 e
20,82 kDa, sugerindo predominio de proteinas de pequena massa molecular. Ndo houve
diferenca entre os constituintes proteicos do dorso e do ferrdo da arraia Plesiotrygon iwamae,
porém, houve diferenca entre constituintes do dorso de diferentes individuos: sugerindo
variagdo intrapopulacional: bandas de massa molecular de 190, 78 kDa foram observadas
tanto em condigdes redutoras quanto nao redutoras no dorso do animal quatro, porém, ndo
foram observadas no dorso do animal um (Figura 3).

Atividade da Fosfolipase A2: o grupo controle positivo (placas de nimero um a trés
com veneno de B. atrox) apresentou atividade fosfolipasica significativa, com formacédo de
halo em todas as concentracdes de veneno nas duas primeiras placas, com diametro médio de:
16,75 mm na concentragdao de 2,5 pg; 17,5 mm na concentracdo de 5 pg; 19 mm na
concentracao de 10 pg; e 21,5 mm na concentracao de 15 pg. Na placa de namero trés, apesar
de terem sido utilizadas concentragcbes minimas do veneno de B. atrox, houve formacao de
halo com didmetro médio de 12,75 mm na concentragdo de 0,62 pg, e 14 mm na

concentragdo de 1,25 pg, evidenciando atividade fosfolipasica significativa (halo > 10 mm).
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Figura 3: SDS-PAGE dos venenos do dorso e do ferrdo da arraia
Plesiotrygon iwamae. * bandas com maior concentracdo de proteinas. Os
circulos vermelhos representam as bandas de 190,78 kDa que variaram entre
0s animais quatro e um. (PM: padrdo molecular; DPi: dorso Plesiotrygon
iwamae; FPi: ferrdo Plesiotrygon iwamae; A: sem redugdo; B= com
reducdo).

O maior diametro de halo obtido foi de 22 mm na concentracao de 15 pg de veneno de
Bothrops atrox e o menor didmetro foi de 12,75 mm na concentragdo de 0,62 pg de veneno
de B. atrox. Os didmetros dos halos e suas respectivas concentragdes encontram-se descritos

na tabela 1. O grupo de Plesiotrygon iwamae (placas de nUmeros quatro a nove) apresentou
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formacdo de halo em duas placas: com 9,1% de atividade fosfolipasica no extrato do dorso
(placa cinco em um pogo com 30 uL - Figura 4); e de 36,4% de atividade fosfolipasica no
extrato do ferrdo (placa seis nos dois pogos de 30 uL - Figura 5), em relacdo a atividade
méaxima do grupo controle positivo (halo de 22 mm = 100% de atividade). Nos pocos onde

foi aplicada a solugdo salina ndo houve a formagéo de halos (controle negativo).

Tabela 1 — Atividade fosfolipasica: controle positivo com veneno da jararaca Bothrops atrox.

Concentragao do veneno de Diametro médio dos halos
Bothrops atrox (ng) (mm)

Placa 1 Placa 2 Placa 3
0,62 - - 12,75
1,25 - - 14,25
2,5 18,0 15,5 -
5,0 18,5 16,5 -
10,0 19,0 19,0 -
15,0 22,0* 21,0 =

Figura 4: placa 5 - atividade fosfolipasica
veneno do dorso na arraia Plesiotrygon iwamae.

Figura 5: placa 6 - atividade fosfolipasica do
veneno do ferrdo da arraia Plesiotrygon iwamae.
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Atividades caseinolitica e gelatinolitica: a atividade caseinolitica foi presente nos
extratos do dorso e do ferrdo da arraia Plesiotrygon iwamae (Figura 6). O veneno de B. atrox
foi usado como controle positivo. Houve predominéncia de atividade caseinolitica em bandas
de baixa e média massa molecular. Os extratos do dorso e do ferrdo da arraia Plesiotrygon
iwamae apresentaram diferengas quanto a composi¢do de enzimas, tendo em vista a auséncia
de atividade caseinolitica em proteinas com massa molecular intermediéria, no extrato do
dorso do animal quatro e presenca de atividade caseinolitica em proteinas com massa
molecular semelhante as do veneno do ferrdo. As massas moleculares ndo puderam ser
determinadas por impossibilidade de comparagdo dos venenos com o padrdo molecular

utilizado.

B. atrox DPi4 FPi4

Figura 6: SDS-PAGE acrescido de 2mg de caseina contendo
venenos do dorso e do ferrdo da arraia Plesiotrygon iwamae.
(B. atrox: veneno da jararaca do Norte Bothrops atrox; DPi:
dorso Plesiotrygon iwamae; FPi: ferrdo Plesiotrygon iwamae).
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A atividade gelatinolitica mostrou-se presente nos extratos do dorso e do ferrdo da
arraia Plesiotrygon iwamae (Figura 7). Houve predominancia de atividade gelatinolitica em
bandas com baixa e média massa molecular. Os extratos do dorso e do ferrdo da arraia
Plesiotrygon iwamae apresentaram perfis enzimaticos sobre a gelatina semelhantes, sendo a

intensidade menor no veneno do ferrdo e mais intensa no veneno do dorso do animal quatro.

Figura 7: SDS-PAGE acrescido de 2mg de
gelatina contendo venenos do dorso e do
ferrdo da arraia Plesiotrygon iwamae. (DPi:
dorso Plesiotrygon iwamae; FPi: ferrdo
Plesiotrygon iwamae).
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DISCUSSAO

As arraias da familia Potamotrygonidae sdo endémicas em alguns rios do Brasil, como
o rio Parana e o rio Tocantins (MAGALHAES et al., 2006), e apesar de nfo serem agressivas,
sdo consideradas um problema de salde publica nessas regiGes por conta da frequéncia dos
acidentes (NETO; HADDAD, 2009).

Diversas substancias presentes nos venenos de arraias ja foram isoladas: 5°-
nucleotidase, serotonina e fosfodiesterases (FENNER et al., 1989), fosfolipase, fosfatase
acida, hialuronidase e enzimas com atividades caseinolitica, gelatinolitica e elastinolitica
(MAGALHAES, 2001), substancias cardiotoxicas (FLEURY, 1950) e neurotoxicas
(VELLARD, 1931), peptideos bioativos, por exemplo: orpotrina (CONCEICAO et al., 2006)
e porflan (CONCEICAO et al., 2009). Porém, ainda ndo ha estudos mostrando os

constituintes proteicos ou enzimaticos do veneno de Plesiotrygon iwamae.

O presente estudo demonstra a predominancia de proteinas de baixa massa molecular
nos extratos tanto do dorso quanto do ferrdo de Plesiotrygon iwamae, com massas
moleculares estimadas de 20,82 kDa e 22,85 kDa, dados semelhantes aos de Magalhdes e
colaboradores (2006), os quais também demonstraram predominancia de proteinas de baixa
massa molecular (15 kDa) sob condicdes ndo redutoras, em gel de SDS-PAGE em ambos 0s
venenos de Potamotrygon cf. scorbina e Potamotrygon gr. orbignyi. Além disso, foi
observada semelhanca entre os constituintes proteicos e enzimaticos do dorso e do ferrdo da
arraia Plesiotrygon iwamae. Apesar da semelhanca entre os constituintes proteicos do dorso e
do ferrdo de um mesmo individuo, foi encontrada variagdo intrapopulacional apenas nos
constituintes proteicos dos extratos do dorso, sendo os extratos do ferrdo semelhante entre os
individuos. Nao foram encontrados artigos que facam mencdo quanto a diferenca entre os

extratos do ferrdo e dorso de arraias.
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A fosfolipase A, é uma enzima fundamental na sintese de eicosanoides, substancias que
mediam o processo de inflamagdo. A fosfolipase A, atua sobre o &cido araquiddnico,
precursor dos eicosanoides, o qual da origem as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos,
substancias altamente pro-inflamatorias (RANG et al., 2008). As fosfolipase A, presentes nos
venenos de animais induzem atividade miotoxica. No presente estudo, a atividade
fosfolipasica mostrou-se presente tanto em extratos do dorso quanto do ferrdo da arraia
Plesiotrygon iwamae, com maior intensidade nos extratos do ferréo (36,4%), sugerindo uma
maior capacidade de geragdo de resposta inflamatdria e dano muscular pelo envenenamento
com o ferrdio em comparagdo com o envenenamento pelo do dorso. Magalhdes (2001)
conseguiu isolar enzimas com atividade fosfolipasica da arraia Potamotrygon motoro e
mostrou que a atividade fosfolipasica também se faz presente no veneno de outras espécies da

familia Potamotrygonidae.

Enzimas com atividades caseinolitica e gelatinolitica, anteriormente isoladas do veneno
da arraia Potamotrygon motoro por Magalhdes (2001), mostraram-se presentes nos extratos
tanto do dorso quanto do ferrdo da arraia Plesiotrygon iwamae. Apesar da impossibilidade de
determinacdo das massas moleculares, podemos inferir a predominancia de atividades

caseinolitica e gelatinolitica em proteinas de massas moleculares médias a baixas.
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CONCLUSAO

Os resultados mostram que a maioria das proteinas, constituintes dos extratos de dorso
e de ferrdo, apresenta baixa massa molecular (entre 22,85 e 20,82 kDa) e que ndo houve
diferenca entre os constituintes do dorso e do ferrdo da arraia Plesiotrygon iwamae. Houve,
no entanto, variacdo intrapopulacional em relacdo aos constituintes do extrato do dorso.
Quanto as atividades enzimaticas: (1) houve presenca de atividade de fosfolipase A2 nos
extratos do dorso e do ferrdo (mais acentuada no veneno do ferrdo — 36,4%) da arraia
Plesiotrygon iwamae; (2) houve presenca de atividade caseinolitica tanto no extrato do dorso
quanto no do ferrdo, porém com a presenca de uma banda de massa molecular intermediaria,
no veneno do ferrdo, que ndo esteve presente no extrato do dorso; (3) houve presenca de
atividade gelatinolitica, similar entre os extratos do dorso e do ferrdo da arraia Plesiotrygon

iwamae.
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