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E assim....Walt Disney

"E assim, depois de muito esperar, num dia como outro qualquer, decidi ndo

esperar as oportunidades e sim, eu mesmo ir busca-las,
na verdade, eu decidi triunfar...

Decidi ver cada problema como uma oportunidade de encontrar uma solugao.
Decidi ver em cada deserto a possibilidade de encontrar um oasis.
Decidi ver cada noite como um mistério a resolver.

Decidi ver cada dia como uma nova oportunidade de ser feliz.

Naquele dia, decidi trocar tantas coisas...

Naquele dia descobri que meu Unico rival ndo era somente as minhas

limitacGes e que enfrenta-las era a Unica forma de supera-las.

Naquele dia, deixei de ser um reflexo dos meus escassos triunfos do passado e

passei a ser a minha propria e ténue luz deste presente.
Naquele dia, descobri que eu ndo era o melhor e que talvez, nunca seria.

Naquele dia, deixei de me importar com quem ganha ou perde, hoje s6 me
importa saber melhor o que devo fazer.

Aprendi que o dificil ndo € chegar la em cima, e sim deixar de subir.
Aprendi que o melhor triunfo que posso ter é ter o direito de chamar alguém de
Amigo.

Aprendi que de nada serve ser luz se ndo se vai iluminar o caminho dos

demais.
Naquele dia, aprendi que os sonhos sdo somente para se fazer realidade.
E desde aquele dia jA ndo durmo para descansar....

Agora simplesmente durmo para sonhar."

Walt Disney



Karl Popper

...por que a vida e por que a consciéncia da vida? Se alguma inteligéncia
externa ao Universo chegasse e, deparando-se com uma infinidade de
imensas centelhas de gas em combustdo e corpos solidos e gasosos
flutuando no aparente vazio, ouvisse, de outra e também estranha
inteligéncia, a informacé&o de que em certo tempo um daqueles corpos

seria povoado de vida, naturalmente indagaria: para qué?

Karl Popper
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Dedicatéria

Ana Maria, Marilia e Ana Paula

Eu sabia que tu existias...

Os astros mo diziam... eu sential

O vento segredou-me os murmirios da tua alma...
Trouxe-me o perfume da tua esséncia florida de sonhos
belos.

Ah... como eles eram tdo iguais aos meus!
Quando olhava a lua, ela sorria com o teu sorriso,
Ela murmurava-me os teus suspiros...

Observava as estrelas e via o teu brilho!
Ouvia-te na sinfonia das ondas
E a minha alma dangava a valsa do amor encantado.

Os meus olhos cantavam as mais belas baladas
Que sb6 tu ouvias.

Sentia os teus bragos envolverem-me
Com a maciez dos teus carinhos de seda.

Sentia a brisa de o teu mar tocar a minha face de wveludo.
Ah como eu te procurei....

Neste infinito que nos sussurrava os nossos mistérios!
Agora entendi os enigmas do tempo!

Caminhei soberano dos meus desejos,
Dos meus anseios,
E vislumbrei o teu majestoso castelo!

Vi que me esperavas sentada no lugar onde ousavas sonhar
comigo...

Onde esperavas ver cumprida

A profecia do nosso destino.

Encontrei-te,
Reconheci-te,
Amar-te-ei até & eternidade!
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Dedico Ainda:

Aos meus queridos Pais, Mario e Cleusy e
Meus irmdos.

Volto a dizer-Tes: vocés ndo souberam
ensinar-me tudo, mas apenas ajudaram a
encontrar-me por mim mesmo. E por isso
que eu Os amo.

Meu eterno agradecimento.

MUITO OBRIGADO.
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do trabalho que desenvolvem, tenho esperanga

de vé-las com mais sucesso ainda, s6 pra dizer a todos
que: UM DIA EU TRABALHEI NESTA EQUIPE.

De coragdo, MUITO OBRIGADO.



Folclore

CUITELINHO

Cheguei na beira do porto
Onde as onda se espaia
As garca da meia volta

E senta na beira da praia
E o cuitelinho ndo gosta

Que o botéao de rosa caia, ai, ai
Ai quando eu vim
da minha terra
Despedi da parentaia

Eu entrei no Mato Grosso

Dei em terras paraguaia
L& tinha revolucgao
Enfrentei fortes bataia, ai, ai
A tua saudade corta
Como aco de navaia
O coracéo fica aflito
Bate uma, a outra faia
E os 6io se enche d'agua

Que até a vista se atrapaia, ai...

Folclore
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presentes neste Sonho, fica a minha Gratidao.

Ndo posso nomea-los.

Se esquecer um s nome, deixo todos pra tras.

Por isso, amigos do Instituto Butantan, do
Instituto de Biociéncias, da Unesp de Botucatu e,
qualquer um, que no momento que eu precisei estava
ao meu lado auxiliando ou simplesmente sorrindo,
fica perpetuado minha alegria e minha saudade.

A todos vocés AMIGOS
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Resumo

RESUMO

A producdo de toxinas por animais aquaticos é uma estratégia
importante que garante sua sobrevivéncia em um ecossistema altamente
competitivo. Constituem-se de uma rica fonte de agentes bioquimicos
altamente ativos 0 que aumenta ainda mais a relevancia das pesquisas nessa
area. Nossos estudos objetivaram caracterizar as respostas imune inata e
especifica induzidas pelas peconhas do muco e do ferrdo do bagre Cathorops
agassizil. A coleta dos espécimes foi realizada no complexo Baia-Estuario de
Santos e S&o Vicente, localizado no litoral sul do Estado de S&o Paulo. As
peconhas (do Muco e do Ferrao) apresentaram perfil eletroforético similar entre
si. Induzida a inflamagdo aguda em um modelo experimental murino, as
peconhas apresentaram igualmente a capacidade de induzir aumento da
permeabilidade vascular e também edema de pata. A deteccdo de Leucotrieno
B4 e Prostaglandina E2 no lavado da cavidade peritoneal dos camundongos
injetados, com ambas as peconhas, corroboram esta hipotese. Noss0s
resultados através da microscopia intravital mostraram que as peconhas
induzem um grande numero de leucdécitos rolantes nas vénulas pds-capilares
com focos de extravasamento leucocitario, principalmente de neutréfilos
seguido pelo influxo de macrofagos. Além disso, a peconha do Ferrdo induziu
uma resolugdo mais rapida do influxo leucocitario ao contrario da peconha do
Muco que manteve o infiltrado macrofagico por até 7 dias. De maneira
interessante, somente a citocina IL-6 foi detectada no lavado peritoneal

induzida principalmente pela peconha do Muco e as quimiocinas KC e MCP-1,



Resumo

por ambas as pegonhas, expressando naquele momento, a participagdo destes
mediadores no recrutamento de neutrofilos e macréfagos para o sitio da leséo.
As peconhas foram eficazes ao induzir uma producédo primaria e secundaria de
anticorpos das classes IgM e IgG anti-venenos. Observamos ainda, uma
especificidade dos anticorpos produzidos para os componentes das préprias

peconhas e também uma reatividade antigénica cruzada entre elas.

PALAVRA-CHAVE: Bagre, imunologia, peconha, ferrédo, Muco.



Summary

SUMMARY

The production of toxins by aquatic animals is an important strategy that
guarantees its survival in a competitive ecosystem. They constitute a rich source of
highly active biochemical agents which increases the relevance of researches in
the area. Our studies aimed to characterize the innate and specific immune
responses induced by poisons of the mucus and sting of the catfish Cathorops
agassizii. The collection of specimens was accomplished in the complex Bay-
Estuary System of Santos and Sao Vicente located in the south coast of the S&o
Paulo State. Poisons of the Mucus and Sting presented similarities in their
electrophorectical profiles. In basis of an Induced process of inflammation
throughout an experimental murine model, both poisons equally showed the
capacity to increase the vascular permeability and also paw edema. The
Leucotrien B4’S and Prostaglandine E2 detection in washings of mice peritoneal
cavity injected with both poisons corroborates this hypothesis. Our results through
an intravital microscopy procedure also showed that the poisons induced a great
number of rolling leukocytes in the post-capillary venules with focus on the
leukocyte overflow mainly neutrophiles followed by macrophage influx. Besides,
the sting poison Sting induced a faster resolution of the leukocyte influx, as well as,
the Mucus poison unlike maintained a macrophage infiltrated for up to 7 days. In
an interesting way, only the cytokine IL-6 was detected in peritoneal washings
induced mainly by the Mucus poison although Quimiokinins KC and MCP-1 were
for both poisons, expressing on that moment the participation of these mediators in
the neutrophile and macrophage recruitment for the lesion site. The poisons were
also effective in the induction of a primary and secondary production of IgM and
IgG classes of antibodies. In this research we still observed a specificity of the
antibodies produced for the components of the own poisons and also a crossed

antigenic reactivity among them.

KEY WORD: Catfish, sting poison, mucus poison, immune response.
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1. Introducéo

Em todos os niveis da escala filogenética, os seres vivos apresentam
comportamentos de ataque e defesa que incluem a producéo de substancias
repelentes, paralisantes ou com outras ac¢fes biologicas. Estas substancias
na maioria das vezes apresentam uma grande variedade de toxinas que séo
responsaveis pela sintomatologia observada nos envenenamentos e pelas
complexas relacdes ecologicas existentes entre 0s organismos.

Historicamente, o estudo de venenos de animais vem sendo realizado no
sentido de compreender suas acles deletérias em humanos possibilitando o
desenvolvimento de tratamentos para os envenenamentos que provocam.
Recentemente, estudos tém demonstrado nesses venenos a presenca de
substancias com potencial terapéutico ou ferramentas bioquimicas e/ou
farmacologicas. Embora o estudo de venenos animais esteja voltado,
principalmente, para o de animais terrestres (cobras, aranhas e escorpifes),
nos ultimos anos, venenos de animais aquaticos passaram a ser estudados.

Os animais aquaticos capazes de provocar acidentes em seres humanos,
reunidos em funcdo e gravidade dos acidentes, sdo poriferos, cnidarios,
vermes, moluscos, equinodermos, crustaceos e peixes ©.

A produgdo de toxinas por animais aquaticos € uma estratégia
importante que garante sua sobrevivéncia em um ecossistema altamente
competitivo. Assim, para se defender ou defender seu territério, estes

animais produzem um namero enorme de metabdlitos, cujas combinacdes
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resultam em uma grande variedade de estruturas quimicas e moléculas
complexas, como alcaléides, esterdides, peptideos e proteinas com
propriedades quimicas e farmacoldgicas diferentes das apresentadas pelos
venenos de animais terrestres . Constituem também uma rica fonte de
agentes bioquimicos altamente ativos o que aumenta ainda mais a relevancia
das pesquisas nessa area. Dessa maneira, trabalhos realizados com toxinas
oriundas de animais aquaticos ficaram demonstrados que elas representam
uma vasta fonte de substancias com distintas atividades farmacoldgicas & @
G ® 0

O Brasil apresenta uma extensa linha costeira (aproximadamente
7.400 Km) com ampla variacdo da fauna, compreendendo animais de aguas
temperadas e tropicais. Essa diversidade propicia a existéncia de um grande
namero de animais potencialmente perigosos quando associados aos fatores
como, o grande afluxo de banhistas as praias, ao incremento a pesca
comercial e esportiva, além de outras atividades, como mergulho auténomo
e pesca submarina, o que favorece a ocorréncia de muitos acidentes em

humanos, sendo grande parte destes, provocados por peixes peconhentos.

Peixes constituem quase a metade do numero de vertebrados da
Terra®, sendo aproximadamente 22.000 espécies. Destas, mais de 200 s&o

espécies de peixes marinhos peconhentos .

Os peixes venenosos possuem vias metabolicas para a producdo de

seus venenos ou obtém suas toxinas por meio da cadeia tréfica,

alimentando-se de organismos venenosos primarios como fitoplanctons 9.
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Ao serem ingeridos, por possuirem toxinas na pele, muasculos, visceras e
gbnadas (como nos acidentes causados por peixes da familia 7etradontidae,
popularmente conhecido por Baiacu) esses peixes tornam-se venenosos para
guem se alimenta deles.

Os peixes peconhentos apresentam glandulas especializadas em
produzir substancias tdxicas e um aparelho para inocular esta peconha, que
pode ser traumatico, nos casos dos ferimentos causados por aculeos,
rostros, dentes e espordes V. Alguns sdo considerados animais passivos,
quando a peconha € utilizada para autodefesa, nestes animais o aparelho

inoculador pode apresentar-se incompleto ou ausente.

Normalmente, a secrecdo cutanea da mucosa dos peixes, serve como
lubrificante na locomocdo e desempenha importante papel na formagdo de
cardumes, reconhecimento de individuos e até na migracdo de determinadas

espécies 2.

Além disso, secre¢cbes cutaneas com outras atividades
biolégicas ja sdo conhecidas em familias de peixes, tais como Ostracidae,
Grammistidae, Soleidae e Siluridae, agindo como defesa quimica contra
predadores ¥ @ porém, muitas espécies sdo capazes de secretar
substancias pela pele (ictiocrinotoxinas), que se acredita serem capazes de

repelir ou incapacitar outros animais marinhos e até possuirem propriedades

antibidticas .

Embora, apenas algumas espécies de peixes pegconhentos sejam
capazes de causarem mortalidade no homem, muitas outras podem produzir

envenenamentos severos, geralmente associados a dor consideravel,
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desproporcional ao tamanho da lesdo. Haddad Jr ® relata que em alguns
casos, podem ser observados outros sintomas como manifestacdes locais de
eritema, edema e que em outros podem acometer todo o membro ferido.
Nos casos graves segue-se linfangite, reacdo ganglionar, abscedacdo e
necrose dos tecidos. O ferimento, muitas vezes demora a cicatrizar, pela
acado do veneno e/ou agravado por infec¢do bacteriana secundaria. Em casos
raros, pode haver necessidade de amputacbes. Manifestacdes sistémicas
podem ocorrer como fraqueza, sudorese, nauseas, vOmitos, vertigens,

hipotensao arterial, choque e até dbito.

Praticamente todas as familias e géneros de peixes peconhentos tém
representantes nos mares e rios do Brasil *®. Estes possuem importancia
médica, pelos acidentes que provocam em humanos, uma vez que Sao
incapacitantes e mantém a vitima afastada do trabalho por semanas ou
meses, além de acarretarem importantes sequelas, pela auséncia de uma

terapia cientificamente comprovada. Haddad Jr. @

, relata que os animais
gue mais causam acidentes sdo popularmente conhecidos como: arraias,
peixes escorpido, niquins e bagres.

As arraias pertencem a ordem Rajiforme, sendo encontradas em
adguas doces, marinhas ou salobras. Tém o habito bentdnico (habitam o
fundo) e quando em repouso ficam enterradas. Possuem um apéndice caudal
semelhante a um chicote no qual estédo localizados de um a trés ou até mais

ferrdes. A peconha esté presente no epitélio glandular da bainha tegumentar

que recobre o ferrdo. Acarretam acidentes caracterizados por dor local,
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eritema, edema com posterior aparecimento de necrose, hauseas,
hipertenséo arterial, sudorese, paralisia muscular. Haddad Jr e colaboradores
7 descreveram que o veneno da arraia fluvial Potamotrygon falkneri
apresenta um perfil eletroforético com bandas proteinas entre 12 e 130 kDa,
sendo que as atividades gelatinolitica, caseinolitica e hialuronidasica sao
detectadas em componentes com 80, 100 e 84 kDa, respectivamente. Os
autores atribuiram a presenca destas enzimas aos sintomas clinicos descritos
no envenenamento. Estudo recente realizado por Magalhdes e colaboradores
(8) demonstrou caracteristicas bioquimicas e bioldgicas semelhantes entre as
peconhas das arraias Potamotrygon cf scobina e Potamotrygon gr orbygnyi.
Estas peconhas induziram edema e nocicepcdo significativos em
camundongos. Apresentaram ainda, termolabilidade e aumento do
recrutamento de leucdcitos em vénula poés-capilares. Além disso, induziram
necrose, ndo provocaram hemorragia e apresentaram baixa atividade
proteolitica.

Os peixes-escorpido, pertencentes a familia Scorpaenidae, sao
freqientemente encontrados na costa brasileira, entre rochas e baixas
profundidades. As espécies mais encontradas sdo 0 Scorpaena plumieri
(peixe-escorpido preto) e o0 Scorpaena brasiliensis (peixe-escorpiao
vermelho). Os raios sdo distribuidos ao longo da nadadeira dorsal, na qual
estdo localizadas pequenas glandulas produtoras de veneno. O quadro clinico
do envenenamento € caracterizado por dor intensa, edema, necrose local e

alteracBes sistémicas que incluem dificuldades respiratorias, hipotenséo,
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arritmia, bradicardia, febre e em casos mais graves paralisias e convulstes
18) Carrijo e colaboradores ® demonstraram que o veneno de S. plumier;,
guando injetado por via intraperitoneal, induz sintomas sistémicos como
paralisia, convulsdes e respiracdo acelerada. A andlise da peconha por
eletroforese mostrou proteinas de 15 a 30 kDa com presenca de atividade
gelatinolitica. Boletini-Santos e colaboradores ® mostram pela primeira vez
que a peconha de S. plumieri é capaz de induzir dano pulmonar agudo
caracterizado por extravasamento protéico do espago vascular para o
alveolar acompanhado pela infiltracdo de macréfagos, secrecdo de citocinas
inflamatérias, além da inducdo de proteinases no pulmdo com atividade
gelatinolitica.

Os niquins pertencem a ordem Batrachoidiformes e familia
Batrachoididae e no Brasil a espécie mais encontrada € o Thalassophryne
nattereri. Habitam &guas marinhas e fluviais, vivem entre rochedos ou
plantas. Possuem o mais completo aparelho inoculador de peconha, formado
por quatro ferrbes canaliculados, estando dois localizados no dorso e dois
laterais, cada um dos quais localizados acima das nadadeiras peitorais, todos
em comunicacdo direta com as glandulas veneniferas. Os ferrbes
canaliculados funcionam como uma agulha injetando o veneno no tecido do
agressor ou da vitima humana 9 @,

O envenenamento causado pelo 7. nattereri acarreta importantes
sintomas clinicos locais, caracterizados principalmente por dor, edema e

necrose de dificil cicatrizagdo. Os acidentes ocorrem freqientemente na
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regido Norte e Nordeste do pais 2 @4 () (29 (18) - ag yitimas, na maioria das
vezes, sdo pescadores que se acidentam quando 0s peixes se encontram
presos as redes de pesca, redes de currais ou quando na coleta de mariscos.

Experimentalmente, foi verificado que baixas concentracbes da
peconha, induzem reacdo inflamatoria local, com dor e edema, semelhante a
descrita em humanos ©” @ independente da presenca das atividades
hemorragica e fosfolipasica A, na peconha . A andlise histopatoldgica da
lesdo tecidual, provocada pela peconha, detectou a presenca de edema,
mionecrose, hiperemia e/ou congestdo nas veias e vénulas, presenca de
trombos, pouco infiltrado celular e um comprometimento de regeneragéo
tecidual até 28 dias. O nivel de creatino-kinase (CK) no plasma se mostra
aumentado nas primeiras horas ap0s 0 envenenamento, enquanto a massa
muscular total e a quantidade de CK no musculo gastrocnémio se mostraram
drasticamente reduzidas. O exame ultra-estrutural mostrou rompimento da
membrana plasmatica, edema mitocondrial e proeminente desorganizacao
miofibrilar, inclusive com desaparecimento da linha z ©.

Por microscopia intravital, podemos observar que a peconha provoca
uma intensa coagulacdo intravascular, com estase do fluxo sanguineo nas
vénulas poés-capilares e em capilares V. Além disso, foi constatado que apés
a injecdo do veneno no coxim plantar de camundongos, houve a liberacdo de
importantes citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-1B e IL-6, acompanhadas
por uma resposta inflamatéria celular inadequada®. De maneira

interessante, Lopes-Ferreira e colaboradores ®® demonstraram que somente
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inibidores de calicreina tecidual e plasmatica reduzem a nocicepc¢édo e edema
induzidos pelo veneno. A participacdo do sistema calicreina-cininogénio-
cinina foi confirmada uma vez que a pegonha promoveu a clivagem de
substratos sintéticos derivados do cininogénio humano liberando calidina
(Lys-BK), apresentando, portanto, uma atividade cininogenasica.
Paralelamente, trabalhos realizados demonstraram a importancia dos
anticorpos anti-peconha de 7. nattereri produzidos em coelhos ou equinos na
neutralizacdo de importantes atividades toxicas desta peconha @ G9.

Recentemente Magalhées e colaboradores “® identificaram grupos de
toxinas no veneno de 7. nattereri: a familia Natterinas, constituida por 5
toxinas, as Natterinas 1, 2, 3, 4 e P, que apresentam homologia entre si, mas
ndo com proteinas existentes em banco de dados e a Nattectina,
apresentando homologia com lectinas tipo C. As Natterinas possuem
atividade cininogendsica e a estrutura primaria dessas proteinas foi obtida
através da técnica do transcriptoma, usando uma biblioteca de cDNA
construida com a glandula da peconha de 7. nattereri associada a quimica de
proteinas. Além disso, foi demonstrado que esta toxina é responsavel pela
nocicepcao e o edema induzidos pela peconha.

Os bagres marinhos pertencem a familia Ariidae, sdo peixes de couro
e vivem em locais rasos e de fundo lodoso. Dos peixes peconhentos do Brasil
sao 0s que provocam o maior numero de acidentes, ja que estdo distribuidos
por toda a costa brasileira e por serem abundantes nas regides Sudeste e Sul

1G9 530 encontrados em ecossistemas marinhos, de aguas salobras e
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agua doce. Em geral, procuram a desembocadura dos rios e regibes
lagunares na época de desova. Apresentam longos e robustos ferrbes
serrilhados a frente da porcdo de raios moles, expressando um ferrdo na
nadadeira dorsal e um ferrdo em cada nadadeira peitoral. Estes aparatos
peconhentos constituem-se de estruturas désseas bastante rigidas, envoltas
por uma membrana tegumentar e por um muco produzido por células
glandulares dessa membrana ©©.

O aparato peconhento do bagre inclui um dnico ferrdo serrilhado na
porcdo distal de cada nadadeira apresentando trés diferentes peconhas. A
peconha do ferrdo € encontrada no epitélio glandular que o reveste; a
peconha glandular encontrada nas glandulas localizadas na base dos
espinhos laterais e a peconha do muco (ictiocrinotoxina) que consiste de

um material protéico e gelatinoso produzido por células elaboradoras de

proteinas denominadas “células-club” G,

A importancia do seu conteudo citoplasmatico ndo esta bem definida,
embora algumas funcgdes de protecéo para o peixe tenham sido sugeridas,
como a existéncia de feroménios especificos que atuam como substancias de
alarme, quando sdo ameacados ou feridos. Quando o bagre Arius thalassinus
se sente ameacado, esta secrecdo apresenta fosfolipideos, lipideos neutros e
glicolipideos. Como esta secrecdo € composta principalmente de
glicoproteinas, acredita-se que seja elaborada para defesa, ndo contra

predadores, mas contra lesdes ©®.
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Quando fracBes soluveis desta peconha foram injetadas por via
intravenosa em coelhos, observou-se morte dos animais, além de agregacao
de plaquetas e sintese de prostanéides 9 “9 Também foi comprovado que
estas secrecbes sdo compostas por fatores vasoativadores ©7; fator
hemolitico ©®®; hemaglutinante “? ©® e um ativador de fosfolipase A ©9.
Segundo Kizer “?, esta peconha contém ainda, fatores vasoconstritores e
necrosantes. Thulesius e cols. ®” analisando a secrecdo da pele de A.
thallasinus encontrou altas concentracdes de proteinas, limitada quantidade
de lipideos, carboidratos e acidos nucléicos, com atividades enzimaticas,
incluindo fosfatase alcalina e esterases.

A peconha do muco apresenta ainda, isoprostanos, substancia que
contribui para o fechamento e acelera¢cdo na cura de feridas em animais de
laboratério “®) e de dlceras diabéticas “¥ “*. Fahim et al “®, demonstram
atividade anti-tumoral. A peconha glandular apresenta enzimas liticas e
diversos fatores com acdo sobre o sangue, que assim como a peconha do
muco, possui atividades bioquimicas e farmacoldgicas que podem ser
facilmente relacionadas com os efeitos fisioldgicos observados no acidente.
Essas enzimas incluem esterases, fosfatases, fatores hemoliticos que causam
contragdo de masculo liso em artéria umbilical e induzem resposta
depressora /n vivo e fatores vasoconstritores. Ao contrario das outras duas, a
peconha da glandula parece ser termoestavel ©7.

Comum entre as espécies de bagres, Cathorops agassizii € facilmente

encontrado no litoral sudeste-sul do Estado de S&o Paulo, por conseguinte,
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presume-se que causem grande parte dos acidentes relatados. Estes
ocorrem principalmente quando pescadores manuseiam redes de pesca e
guando banhistas pisam em um exemplar morto descartado na praia. Os
acidentes provocados pelo bagre sdo caracterizados por ferimentos
puntiformes ou lacerados, eritema, edema, dor, irradiacdo da dor para a raiz
do membro, sudorese, mal-estar, febre, nausea, vOmito, agitacdo

psicomotora e infeccdo secundaria .

Considerando o numero e o tipo de acidente provocado por bagres no
Brasil, nenhum estudo de envenenamento experimental usando as peconhas
do muco e do ferrdo de C. agassizii, em modelo animal, foi documentado.
Nossos resultados poderdo contribuir para o esclarecimento das propriedades
bioldgicas das peconhas deste bagre e também fornecer subsidios para o

desenvolvimento de tratamentos especificos e adequados.
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2. Objetivo

Caracterizacdo das respostas imune inata e especifica induzidas pelas

peconhas do muco e do ferrdo do bagre Cathorops agassizi.

Objetivos Especificos

a)

b)

d)

¢)]

h)

Caracterizacdo bioquimica das peconhas através do perfil eletroforético;
Determinacdo em camundongos da permeabilidade vascular e edema,
induzidos pelas peconhas;

Avaliacdo do rolamento de leucécitos pelas peconhas analisadas por
microscopia intravital;

Avaliagdo da migracéo celular induzida pelas pegonhas na cavidade
peritoneal de camundongos;

Verificacdo da presenca de citocinas inflamatoérios (IL-1, IL-6, TNF-o)
pelas peconhas;

Verificacdo da inducédo de quimiocinas (KC e MCP-1);

Avaliacdo da producéo de anticorpos antipeconhas das classes IgM e IgG
e das subclasses 1gG1 e 1gG2a;

Verificacdo da reatividade antigénica cruzada entre as peconhas (do

ferrdo e do muco) e frente a peconhas de outros peixes.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais
Este trabalho estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA). Aprovado pela CEEA, sob o Protocolo n°. 377, aos 07 de

Abril de 2.004.
Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, machos, pesando
entre 20 e 22 g, cedidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan e
mantidos no biotério do Laboratério de Imunopatologia com agua e ragédo ad
libtum em ciclo claro/escuro de 12 h. Os animais foram mantidos em gaiolas

com isolador nas condi¢des de umidade, luminosidade e temperatura ideais.

3.2. Coleta dos peixes para obtencdo das peconhas

A coleta dos espécimes de Cathorops agassizii foi realizada no
complexo Baia-Estuério de Santos e Sao Vicente localizado no litoral Sul do
Estado de Sdo Paulo. Foram realizadas saidas de barco com pescadores da
regido e a coleta foi feita de forma individual com canico e anzol. A
identificacdo das espécies foi realizada empregando-se chave de identificacdo
publicada por Figueiredo et a/i ®®. O material coletado foi submetido &
refrigeracdo imediata em caixas térmicas com gelo, para o transporte até o

Laboratério de Imunopatologia do Instituto Butantan onde foi processado.
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3.3. Determinacéo da concentracao protéica das peconhas
Apds processamento das peconhas a concentracdo protéica foi
determinada pelo método colorimétrico de Bradford “” usando como padrdo

soro albumina bovina (Sigma, Chemical Company; ST. Louis, MO, USA).

3.4. Eletroforese de proteinas (SDS-PAGE)

As proteinas presentes nas peconhas (do muco e do ferrdo) de C.
agassizif foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com
adicdo de SDS (SDS-PAGE), conforme Laemmli “®. Aliquotas (30 ug de
proteina) foram diluidas em 20 uL de tamp&o de amostra (Tris-HCL pH 6,8,
SDS 10%, glicerol, EDTA e azul de bromofenol), aquecidos a 100 °C por 5
min e posteriormente, 15 uL da solucdo foram aplicados em gel de
poliacrilamida (12%). Foi aplicada a voltagem de 180 V, corrente de 20 mA
por 1 h e 30min para a separacdo das proteinas. A coloragdo foi feita com
Comassie Blue. Como padrdo de massa molecular foram utilizados
Fosforilase B (97 kDa), Albumina (66 kDa), Ovalbumina (45 kDa), Anidrase
carbbnica (30 kDa), Inibidor de tripsina (20,1 kDa) e Lactalbumina (14,4

kDa).

3.5. Avaliacédo da permeabilidade vascular
As alteragdes da permeabilidade vascular foram avaliadas através do
extravasamento do corante azul de Evans (AE), na cavidade peritoneal dos

camundongos (/7 = 5), 2 horas apoés a injecado intraperitoneal (i.p) de 12,5;
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25; 50 ou 100 pg das peconhas (do muco ou do ferrdo) ou solugdo
fisiolégica apirogénica. Os animais receberam injecdo intravenosa (i.v.), no
plexo oftdlmico, do corante azul de Evans (20 mg/Kg) 20 minutos antes de
cada tempo de avaliacdo da permeabilidade vascular. Decorrido os intervalos
de tempo determinados, os animais foram eutanasiados e exsanguinados, a
cavidade peritoneal foi lavada com tampao fosfato salina (Phosfate Buffer
Saline — PBS) pH 7.2 e o liquido de lavagem foi centrifugado a 1200 rpm por
5 minutos. A concentragdo de azul de Evans no sobrenadante foi

@9 Os resultados foram

determinada por espectrofotometria a 620 nm
expressos em ug AE/mL e a concentracdo de AE foi estimada a partir de uma
curva padrdo de concentracdo conhecida. Os resultados foram expressos

como a média de dois diferentes experimentos adicionada do desvio-padréo.

3.6. Avaliacdo da atividade edematogénica

Para avaliacdo da atividade edematogénica grupos de camundongos
(n = 5) receberam injecdo intradérmica no coxim plantar de uma das patas
traseiras com diferentes doses das peconhas (12.5; 25; 50 ou 100 pg de
proteina em 30 uL de PBS estéril) e na pata oposta receberam apenas 30 pL
de PBS estéril (controle). O edema foi avaliado utilizando-se um paquimetro
(Mitutoyo) para a medida da espessura em milimetros. A diferenca entre a
medida do edema da pata experimental e a medida da pata controle foi

realizada no periodo de 2 horas apés a inocula¢do 2 Os resultados foram
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expressos como a meédia de dois diferentes experimentos adicionada do

desvio-padrao.

3.7. Avaliacdo do rolamento leucdcitos através da microscopia
intravital

A técnica de microscopia intravital foi realizada como descrita por
Lomonte e colaboradores ©%. Camundongos (7 = 3/por grupo) foram
anestesiados com pentobarbital sédico (Hypnol, 50 mg/Kg) e mantidos sobre
placa com temperatura controlada (37° C), em seguida sofreram
manipulacdo cirdrgica na bolsa escrotal para exposicdo do musculo
cremaster, que foi fixado ao redor de uma area transparente da placa. Esta
foi posicionada sobre o charriot do microscopio Optico para possibilitar
visualizacéo /n vivo da microcirculagdo local. As preparacdes foram mantidas
Uumidas e aquecidas por irrigacdo com PBS (0.15 M). Para as peconhas do
muco e do ferrdo foram utilizadas doses de 25 ug de proteina contida em 20
uL que foi aplicado topicamente no musculo cremaster. Foi registrado o
aspecto da vénula pés-capilar antes e ap6s a aplicacdo das peconhas. Os
ensaios tiveram duragdo de 30 minutos e a cada 10 minutos foi registrado o
rolamento dos leucécitos durante 1 minuto. Foram realizadas fotografias
mostrando a transmigracdo dos leucécitos com a maquina TK-C600, JVC
incorporada a um microscopio (Axioskope, Carl-Zeiss). As imagens da

microcirculacdo foram transmitidas a um microprocessador para analises.
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3.8. Avaliacdo da migracéao celular

Diferentes grupos de camundongos (/= 6-8) foram injetados via
intraperitonial com 100 pg das peconhas do muco e do ferrdo, diluidos em
0,5 mL de PBS estéril, enquanto o grupo-controle (n = 5) foi injetado apenas
com 0,5 mL de PBS estéril. O recolhimento da suspensao celular da cavidade
peritoneal ocorreu em diferentes tempos (2, 24, 48 horas e 7 dias) poés
administracdo das amostras. Em cada periodo, os animais foram sangrados
pelo plexo oftalmico, para contagem de células sendo, em seguida,
eutanasiados com dose excessiva de pentobarbital sodico. A cavidade
peritoneal foi lavada com PBS + EDTA (&cido etilenodiaminotetracético) por
uma seringa inserida na regido inguinal, massageando o abdémen do animal
por cerca de 2 minutos. O liquido foi recolhido por uma seringa introduzida
na regido latero-lateral do abdémen, sendo a operacdo repetida 3 vezes. O
material retirado foi centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos a 4° C. O
sobrenadante foi reservado para analises futuras e o botdo celular foi
ressuspenso em PBS + 0,1% BSA (bovine serum albumin). A contagem total
das células foi feita em camara de Neubauer e para a contagem diferencial,
uma aliquota da suspensédo celular foi colocada em lamina e submetida a
centrifugacdo em centrifuga CITOSPIN, coradas com Giemsa e examinadas
ao microscopio Optico, contando num total de 300 células. Para obter o
namero absoluto de cada populagdo celular no liquido da cavidade

peritoneal, as porcentagens foram multiplicadas pelo nimero total de células
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encontradas no volume recolhido. Os resultados foram expressos como a

média acrescida do erro-padrdo por milimetro da suspenséo celular.

3.9. Dosagem dos niveis de mediadores lipidicos

Para dosagem dos mediadores lipidicos leucotrieno B4 e
prostaglandina E2 foram utilizados Kits de ELISA de competicdo (Cayman
Chemical, USA) e as determinacdes seguiram as recomendacfes do

fabricante.

3.10. Deteccao de citocinas e quimiocinas

Placas de ELISA (Costar) foram sensibilizadas com 100 uL do
anticorpo de captura diluido em tampdao carbonato pH 9,5 (IL-1B3, IL-6 e KC)
ou tampéo fosfato pH 6,5 (TNF-o. e MCP-1), incubadas por 18 horas a 4°C e
bloqueadas com 200 ulL/poco de PBS+5% gelatina, por 90 minutos. Apos
este periodo, as placas foram lavadas 4 vezes com PBST e, em seguida,
adicionados 100 uL/poco de PBST + 0,1% de BSA nas duas primeiras fileiras,
onde foi diluido, na razdo de 1:2, os padrBes das citocinas e quimiocina
recombinantes. Nas fileiras seguintes, as amostras foram distribuidas e
diluidas. As placas foram, ent&o, incubadas por 18 horas a 4°C. Terminada a
incubacdo, as placas foram lavadas com PBST e 100 ulL/po¢o do segundo
anticorpo biotinilado (IL-18, IL-6, TNF-o. e KC) diluido em PBST + 0,1% BSA
foram adicionados, seguido de incubacdo por 1 hora a temperatura

ambiente. Para a quimiocina MCP-1, foram adicionados 100 ulL/pog¢o do
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segundo anticorpo marcado com peroxidase e depois de 1 h de incubacéo a
placa foi revelada. Para as citocinas, mais 4 lavagens com PBST foram feitas
e 100 uL/poco de estreptoavidina-peroxidase diluido em PBST + 0,1% BSA
foram adicionados as placas e incubadas por mais 1 hora. Novo ciclo de
lavagens foi feito e a reacédo foi revelada pela adigdo de 100 ulL/pogo de
TMB/H,0,. A reacdo foi bloqueada com &cido citrico 0,2 M e a leitura feita
em leitor de ELISA a 450 nm. A quantidade das diversas citocinas e das
guimiocinas nas amostras foi calculada a partir das curvas-padrdo obtidas
com as proteinas recombinantes. O limite inferior de deteccdo dos métodos

foi de 31,2 pg/mL para IL-1, MCP-1 e KC e 7,8 pg/mL para IL-6 e TNF-c.

3.11. Protocolo de imunizacdo dos animais com as peconhas do
muco e do ferrdo de C. agassizii

Camundongos (n = 5) foram imunizados pela via intraperitonial com
as peconhas de C. agassizii (100 ug adsorvido em 1,6 mg de Al(OH);) em um
volume final de 500 pL por animal. Apds 7 dias, os animais receberam dose
reforco com a mesma quantidade de peconha mais adjuvante. Animais
imunizados somente com Al(OH); foram considerados controle. Os animais
foram sangrados pelo plexo oftalmico nos dias 7, 14 e 21 ap0s a primeira
imunizacao, o sangue foi centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos a 4°C e o

plasma foi retirado e estocado na dilui¢do 1/5 a 20° C.
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3.12. Determinacao dos niveis dos anticorpos IgM, IgG, IgGl e
1gG2a anti-peconhas

Placas de poliestireno de 96 pocos foram sensibilizados com 10 pg/mL
das peconhas (do muco e do ferrdo) de C. agassizii diluidos em tampéao
carbonato pH 9.6. As placas foram incubadas por 18 horas a 4° C em camara
Uumida. Apoés este periodo foram submetidas a um ciclo de trés lavagens com
tampdao de lavagem PBST (PBS contendo 0,05% de Tween 20). O bloqueio
foi feito com 200 uL/poco de solugdo PBST contendo 3% de BSA por 2 horas
a 37°C em camara umida. Apos outro ciclo de lavagens, adicionou-se a cada
poco 100 pL dos plasmas dos animais imunizados ou ndo com as peconhas
do muco e do ferrdo em tampéao de incubacdo (PBST contendo 0,1% BSA)
realizando diluigbes seriadas, e foi feita uma nova incubagdo por 1 hora a
37°C em camara Umida. Apds um novo ciclo de lavagens, as placas foram
incubadas por 1 hora a 37°C com os conjugados imunoenzimaticos (anti-IgM,
anti-1gG, 1gG1 e IgG2a marcados com peroxidase). Por fim, um novo ciclo de
lavagem foi realizado e a reacdo foi revelada pela adicdo de 100 pL da
mistura cromégena mais substrato da enzima (1 mg de OPD/mL em tampao
citrato 0,2 M, pH 5,5 + H,0;, 0,06%, por poco) e interrompida pela adicdo de

50 uL de H2SO4 8N a cada pocgo. A intensidade da reacéo foi determinada

pela leitura da absorbancia de cada poco a 492 nm em um leitor de placas

(Titertek Multiskan Plus).



---------------------------------------------------------------------------- Material e Métodos 21

3.13. Avaliacdo da reatividade antigénica cruzada

A reatividade antigénica cruzada foi avaliada entre as peconhas do
muco e do ferrdo do bagre C. agassizii e entre peconhas de outros peixes
peconhentos ( 7halassophryne nattereri, Potamotrygon orbygnyi e Scorpaena
plumier), as analises foram feitas através das metodologias de ELISA e
Immunoblotting.

O teste de ELISA foi realizado como descrito anteriormente. As placas
foram sensibilizadas com 10 pug das diferentes peconhas: do muco e do
ferrdo do bagre C. agassizii, peconha de 7. nattereri, P. orbygnyi e S.
plumieri diluidos em tampédo carbonato pH 9.6. As amostras de plasmas
utilizadas foram de camundongos imunizados com peconha do muco e
peconha do ferrdo na diluicio de 1/1000. A intensidade da reacdo foi
determinada por leitura da absorbancia de cada poco a 492 nm em leitor de
placas (Titertek Multiskan Plus).

Para verificacdo da reatividade antigénica por “immunoblotting”, 30 ug
das peconhas do muco ou do ferrdo de C. agassizii, T. nattereri, P. orbygnyi
e S. plumieri foram submetidos a eletroforese (SDS-PAGE) e transferidos sob
corrente constante de 380 mA durante 2 horas para uma membrana de
nitrocelulose usando o sistema Trans Blot Pharmacia (Uppsala, Sweden), de
acordo com a técnica descrita por Towbin e colaboradores ®V. As proteinas
presentes na membrana de nitrocelulose foram submetidas a caracterizacdo
imunoenzimatica. Para isso, as membranas foram incubadas por 18 horas a

4 °C com solucdo bloqueadora (PBS contendo 3% de BSA). Apés o bloqueio,
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a membrana foi lavada com tampéo de lavagem (Tris/NaCl pH 7,5 ) e
incubada por 3 horas, a temperatura ambiente com os plasmas de animais
imunizados com as peconhas do muco e do ferrdo ou plasmas de animais
ndo-imunizados todos em tampdo de incubacdo (PBST contendo 1% de
BSA). Em seguida, foi realizado um novo ciclo de lavagens e a membrana foi
incubada por 2 horas com o conjugado imunoenzimatico (anti-lgG marcado
com peroxidase) na diluicdo 1/2000 em tampéao de incubacédo. O excesso do
conjugado, foi removido, por um novo ciclo de lavagens e os componentes
antigénicos foi revelado pela adicdo do cromdgeno 4-cloro-1a-naftol 0,05%
(p/v) em Metanol 15% (v/v) em presenca de 0,03% de H,O, (v/v). A reacéo
foi interrompida por sucessivas lavagens com agua corrente. Os padrbes de
massa molecular utilizados foram: lisozima 14,300, tripsinogénio 24,000,

ovalbumina 46,900 e soro albumina bovina 68,000.

3.14. Analise estatistica

As diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais foram
detectadas ap6s a andlise de variancia (One-Way ANOVA) seguida do teste
ndo-paramétrico Mann-Whitney ou Tukey. Foram considerados significativos
os valores de p < 0,05, empregando-se o programa SPSS (Release 8.0,

Standard Version, 1997).
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4. Resultados

4.1. Obtencéao das peconhas de C. agassizii

Através de saidas de barcos de pescadores profissionais na Baia de
Santos — Sdo Vicente, a coleta dos espécimes estudados foi feita por meio de
cani¢o, linha e anzol. As coletas ocorreram em diversas épocas do ano,
totalizando cerca de 50 animais. Apés a retirada da agua, a secrecdo
(peconha do muco) da pele, foi obtida por meio de raspagem com lamina de
vidro, sendo em seguida, acondicionados em frascos para o transporte e 0s
ferrbes foram cortados com alicate corta-fio e em seguida acondicionados
em gelo. Ambas as secregdes (Figura 1) foram acondicionadas em gelo e
transportadas em recipientes térmicos para o Laborat6rio de Imunopatologia
do Instituto Butantan.

A peconha do muco foi diluida em solucdo salina estéril,
homogeneizada e em seguida centrifugada para a retirada do sobrenadante.
Para a extracdo da peconha que reveste o ferrdo (peconha do ferrdo), os
ferrbes foram macerados com solucdo salina estérii e em seguida
centrifugados para retirada do sobrenadante. As concentracdes de proteinas
das peconhas foram determinadas por método colorimétrico, obtendo
concentragbes média da peconha do muco de 7.8 mg/mL e da peconha do
ferrdo de 8.7 mg/mL. A partir desses dados utilizamos as peconhas pela

quantidade de proteinas que eles apresentaram.
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Fotos ilustrativas Foto: Flavia Borges Santos

Figura 1. Fotos mostrando onde se localizam as pecgonhas
do Muco e do Ferrao do Bagre. Apés a retirada da agua, a secrecgéo
(peconha do Muco) da pele foi retirada por meio de raspagem em lamina
de vidro, sendo em seguida acondicionada em frasco para o transporte.
O mesmo procedimento ocorreu com os ferrbes (peconha) que depois de

retirados, foram acondicionados em frascos. Ambas as secre¢des foram

refrigeradas em gelo.
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4.2. Caracterizacado bioquimica das peconhas do muco e do ferrao

do bagre C. agassizii

As peconhas do muco e do ferrdo foram separadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida de resolucdo 12%, em seguida as proteinas das
peconhas foram coradas com Azul de Comassie.

Conforme pode ser verificado na Figura 2, o perfil eletroforético
dessas pegonhas mostra componentes com massa molecular acima de 97
kDa, entre 97 e 66 kDa, entre 30 e 45 kDa e por volta de 14.4 kDa. Podemos
observar na peconha do ferrdo a presenca da banda por volta de 66 kDa
com maior intensidade se comparada a banda encontrada na peconha do
muco e ao contrario, a banda com massa molecular em torno de 45 kDa

mostrou-se mais evidente na peconha do muco.
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Figura 2 — Eletroforese das peconhas do Muco e do

Ferrao de Cathrops agassizii. As peconhas (30ug) do muco
(pm) e do ferrao (pf) foram fracionados no gel de poliacrilamida de
resolucdo 12% (SDS-PAGE). O gel foi corado com Azul de Comassie
e 0s numeros da esquerda indicam os marcadores de massa
molecular. Os nimeros a esquerda correspondem aos marcadores
de massa molecular Foforilase B (97 kDA), Albumina (66 kDA),
Ovalbumina (45 kDA), Anidrase carbonica (30 kDA), Inibidor de
tripsina (20,1 kDA) e a Lactalbumina (14,4 kDA)
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4.3. Inducdo do aumento da permeabilidade vascular e do edema
pelas peconhas do muco e do ferrdo de C. agassizii

Para avaliagdo da inducdo da permeabilidade vascular e do edema
foram utilizadas as doses de 12,5; 25; 50 ou 100 ug das peconhas (do muco
ou do ferrdo). A permeabilidade vascular foi avaliada através do
extravasamento do corante azul de Evans na cavidade peritoneal dos
camundongos e o0 edema através da injecdo no coxim plantar das pegconhas
e 0 edema avaliado como aumento de espessura da pata injetada.

Ambas as peconhas do muco ou do ferrdo induziram aumento da
permeabilidade vascular e edema (Figuras 3 e 4). Com relacdo a
permeabilidade vascular esta foi mais evidente nas maiores doses, como de
50 e 100 ug para ambas as peconhas (Figura 3). Todas as doses analisadas
de ambas as peconhas induziram edema, sendo mais evidente a partir de 25
ug (Figura 4). Tanto para a permeabilidade vascular quanto para o edema
ndo houve diferenca significativa entre as peconhas do muco e a peconha do

ferrao.
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Figura 3. Permeabilidade vascular induzida pelas peconhas do
muco e do ferrdo de Cathrops agassizii. As alteracées da
permeabilidade vascular foram avaliadas através do extravasamento do
corante azul de Evans, na cavidade peritoneal de camundongos Swiss, 2 horas
apo6s a injecao intraperitoneal da pe¢onha do muco ou da peconha do ferrdo
nas doses de 12.5; 25; 50 ou 100 g diluidos em PBS estéril.
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Figura 4. Edema induzido pelas peconhas do Muco e do Ferrao
de Cathorops agassizii. Camundongos Swiss foram injetados no coxim
plantar com 12.5; 25, 50 ou 100 pug das peconhas do muco ou do ferrdo em
30 pL de PBS estéril. Apos duas horas, o edema foi avaliado, medindo-se a
espessura da para com um paquimetro. Animais injetados somente com

PBS estéril foram considerados grupo-controle.
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4.4. Avaliacao do rolamento e extravasamento de leucdcitos
induzido pelas peconhas do muco e do ferrédo de C. agassizii

A verificacdo do rolamento de leucdcitos pelas peconhas do bagre C.
agassizif foi realizada através da técnica de microscopia intravital. Para tanto
25 ug de cada pegonha (do muco ou do ferrdo) foram aplicados topicamente
no musculo cremaster de camundongos e o rolamento e o extravasamento

de leucécitos verificado.

Como podemos verificar na Figura 5, ambas as pegonhas induziram
um aumento no numero de leucdcitos rolantes nas vénulas pds-capilares
(Figura 6) e um grande numero de leucécitos extravasados para o espaco

intersticial (Figura 7).
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Figura 5. Fotografias mostrando “rolling” de leucdOcitos apos a
aplicacédo tépica da peconha do muco ou peconha do ferrdo de
Cathorops agassizii no musculo cremaster de camundongos
analisadas através de microscopia intravital. O masculo cremaster
de camundongos Swiss foi exposto e aplicado sobre ele 25 ug das
peconhas do muco ou do ferrdao em 20 ul de PBS estéril. As
fotografias das vénulas foram realizadas 30 minutos apoés a aplicacao
dos venenos. (A) Vénula poés-capilar normal, (B) Vénula pds-capilar
apos a aplicacdo da peconha do muco, (C) Vénula pés-capilar normal
e (D) Vénula pos-capilar apés a aplicacao da peconha do ferréo.
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Figura 6. Ativacdo de leucocitos apds a aplicacdo topica das
peconhas do muco ou do ferrdo de Cathorops agassizii no
musculo cremaster de camundongos analisada através de
microscopia intravital. O mudsculo cremaster de camundongos Swiss foi
exposto e aplicado sobre ele 25 pg das peconhas do muco ou do ferr&o em 20
uL de PBS estéril. O numero de células ativadas, dentro das vénulas pos-
capilares, foi determinado por contagem durante 1 minuto a cada 10 minutos.

Numero de leucdécitos antes da aplicagcdo dos venenos
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4.5. Cinética da migracéao celular induzida pelas peconhas do muco

e do ferrao de C. agassizii

Para analisarmos a cinética de migracdo celular induzida pelas
peconhas do muco e do ferrdo, utilizamos a dose de 100 ug e avaliamos a
migracao em diferentes tempos (2, 24, 48 horas e 7 dias) ap0s a injecao de

peconha na cavidade peritoneal.

Na Figura 8, podemos observar que, 2 horas apds a injecdo das
peconhas, ocorreu um aumento no nimero de leucocitos recrutados para a
cavidade peritoneal. O aumento no numero total das células foi provocado
pelo recrutamento de neutrdfilos, principalmente induzido pela peconha do
ferrdo. Neste periodo, ambas as pe¢onhas ndo estimularam a migracdo de
linfécitos ou macrofagos. Vinte e quatro horas apds a injecdo das peconhas,
foi também observado um infiltrado significativo de leucécitos em relacdo ao
grupo-controle. Entretanto, neste periodo, somente a peconha do muco
induziu o recrutamento de neutrdfilos enquanto que a peconha do ferrdo
induziu o recrutamento de macrofagos (Figura 9). O influxo celular, induzido
na cavidade peritoneal 48 horas, foi caracterizado pelo recrutamento seletivo
de macréfagos somente pela peconha do ferrdo. A peconha do muco néo
induziu o influxo de leucécitos para a cavidade peritoneal (Figura 10).
Finalmente, 7 dias ap0s a injecdo das peconhas observou-se que a pegonha
do muco induziu um influxo significativo de leucoécitos para o peritbneo

principalmente de macrofagos. Neste periodo, a peconha do Ferrdo néo
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induziu o recrutamento celular quando comparado com 0 grupo-controle

(Figura 11).

Figura 7. Fotos mostrando a transmigracao de leucécitos apos a aplicacao
topica das peconhas do muco ou do ferrdo de Cathorops agassizii no
musculo cremaster de camundongos analisadas através de microscopia
intravital. O muasculo cremaster de camundongos Swiss foi exposto e aplicado sobre
ele 25 ug das pegonhas do muco ou do ferrdo em 20 uL de PBS estéril. As fotografias
das vénulas foram realizadas 40 minutos apds a aplicagdo das peconhas e mostram a
transmigragéo de leucdcitos (setas). (A) Vénula pos-capilar apéds a aplicacdo da pegonha

do muco e (B) Vénula pés-capilar apés a aplicacdo da peconha do ferrao.
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Figura 8. Influxo celular induzido na cavidade peritoneal 2
horas apds a injecdo das peconhas de Cathorops agassizii.
Camundongos Swiss foram injetados intraperitonealmente com 100 ug da
peconha (do muco ou do ferrdo) em 500 uL de PBS estéril e apds 2 horas
sacrificados para obtencdo da suspensao celular para contagem das células.
Animais injetados com PBS estéril foram considerados controle. As barras
representam a média de cada grupo (n = 6) acrescida do desvio-padrao. Os
experimentos foram repetidos 3 vezes.

*p < 0,05 em relagdo ao Controle

#p < 0,05 em relacdo ao Ferréo
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Figura 9. Influxo celular induzido na cavidade peritoneal 24
horas apé6s a injecdo das peconhas de Cathorops agassizii.
Camundongos Swiss foram injetados intraperitonealmente com 100 pg
da peconha (do muco ou do ferrdo) em 500 uL de PBS estéril e apos 24
horas sacrificados para obtencdo da suspensdo celular para contagem
das células. Animais injetados com PBS estéril foram considerados
controle. As barras representam a média de cada grupo (n = 6)
acrescida do desvio-padréo. Os experimentos foram repetidos 3 vezes.
*p < 0,05 em relacédo ao Controle

#p < 0,05 em relacdo ao Ferrao
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Figura 10. Influxo celular induzido na cavidade peritoneal
48 horas apds a injecdo das peconhas de Cathorops
agassizii. Camundongos Swiss foram injetados intraperitonealmente
com 100 pug da peconha (do muco ou do ferrdo) em 500 uL de PBS
estéril e apds 48 horas sacrificados para obtencdo da suspensao celular
para contagem das células. Animais injetados com PBS estéril foram
considerados controle. As barras representam a média de cada grupo
(n = 6) acrescida do desvio-padrdo. Os experimentos foram repetidos
3 vezes.

*p < 0,05 em relagdo ao Controle

#p < 0.05 em relacdo ao Ferrao
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Figura 11. Influxo celular induzido na cavidade peritoneal 7

dias horas apoés a injecao das peconhas de Cathorops agassizii.
Camundongos Swiss foram injetados intraperitonealmente com 100 ug das
peconhas (do muco ou do ferrdo) em 500 uL de PBS estéril e apos 7 dias
sacrificados para obtencdo da suspensao celular para contagem das células.
Animais injetados com PBS estéril foram considerados controle. As barras
representam a média de cada grupo (n = 6) acrescida do desvio-padréo. Os
experimentos foram repetidos 3 vezes.

*p < 0,05 em relagdo ao Controle

#p < 0,05 em relacdo ao Ferréao
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4.6. Mediadores lipidicos induzidos pelas peconhas do muco e do

ferrdo de C. agassizii

A producdo de leucotrieno B4 e prostaglandina D2 foi analisada no
sobrenadante da suspensdo celular da cavidade peritoneal dos grupos
peconha do muco ou peconha do ferrdo por ELISA de competicdo. Na figura
12 podemos observar que ambas as peconhas foram capazes de induzir
significativa liberacdo na cavidade peritoneal de leucotrieno B4 no periodo de
2 horas. Em relagdo aos niveis de prostaglandina E2 ndo foi possivel a
determinacdo dos valores deste mediador uma vez que as amostras
apresentaram concentragfes maiores que a curva-padrdao (> 250 pg/mL),

sendo portanto analisadas a partir da compra de outro kit de deteccéo.
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Figura 12. Producédo de leucotrieno induzida pelas peconhas (do muco
ou do ferrao) de C. agassizii. Camundongos Swiss foram injetados com 100 ug
das peconhas (do muco ou do ferrdo) em 500 uL de PBS estéril e ap6s 2 horas foram
sacrificados para obtencdo do sobrenadante da suspensdo celular para dosagem dos
mediadores inflamatérios por ELISA de competicdo. Animais somente injetados com

PBS foram considerados grupo-controle
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4.7. Citocinas inflamatodrias e quimiocinas induzidas pelas peconhas
do muco e do ferrao de C. agassizii

Os sobrenadantes do liquido da cavidade peritoneal de camundongos
injetados com 100 pg de ambas as peconhas foram utilizados para a
avaliacéo das citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-o) e das quimiocinas (MCP-1 e KC)
pelo método de ELISA.

Como podemos observar na Figura 13, as pe¢onhas do muco e do
ferrdo induziram somente a producao da citocina IL-6. Sendo que a do muco
induziu niveis significativamente mais elevados. As demais citocinas (IL-1J e
TNF-a) ndo foram induzidas por nenhuma das peconhas utilizadas. Quanto
as quimiocinas, ambas as peconhas induziram a sintese de MCP-1 e KC,
sendo esta Ultima induzida em maior quantidade pela peconha do ferrdo em

relacdo a peconha do muco (Figura 14 e 15).



-------------------------------------------------------------------------------------- Resultados 42

150 -
#
*
T 100 +
£
(@)]
R
0
=
50
*
i | |
0 ~~~~~~~ [ N ————— : ~~~~~~~ H H NI_ -
Controle Muco Ferrao

Veneno de C. agassizii (ug)

Figura 13. Determinacdo dos niveis da citocina IL-6 induzida
pelas pegconhas de C. agassizii. O lavado peritoneal obtido 2 horas
apos a injecdo de 100 ug das pegonhas (do muco ou do ferrdo) em
camundongos Swiss foi utilizado para a determinacédo da citocina IL-6,
pela técnica de ELISA. As barras representam a média de cada grupo
(n = 6) acrescida do desvio-padrao e a linha pontilhada, o limite inferior
de deteccao do método (31,25 pg/mL).

*p < 0,05 em relacdo ao Controle

#p < 0,05 em relacéo ao Ferréo
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Figura 14. Determinacdo dos niveis de quimiocina KC induzida
pelas peconhas de C. agassizii. O lavado peritoneal obtido 2 horas
apos a injecdo de 100 ug das peconhas (do muco ou do ferrdo) em
camundongos Swiss foi utilizado para a determinagdo da quimiocina
MCP-1 pela técnica de ELISA. As barras representam a média de
cada grupo (n = 6) acrescida do desvio-padréo e a linha pontilhada, o
limite inferior de detec¢do do método (31,25 pg/mL).

*p < 0,05 em relacéo ao Controle

#p < 0,05 em relacéo ao Ferréo
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Figura 15. Determinacdo dos niveis de quimiocina MCP-1
induzida pelas pegonhas de C. agassizii. O lavado peritoneal obtido
2 horas apos a injecdo de 100 ug das pegonhas (do muco ou do
ferrdo) em camundongos Swiss foi utilizado para a determinacéo da
quimiocina MCP-1 pela técnica de ELISA. As barras representam a
média de cada grupo (n = 6) acrescida do desvio-padréo e a linha
pontilhada, o limite inferior de deteccédo do método (31,25 pg/mL).

*p < 0,05 em relagéo ao Controle

#p < 0,05 em relacéo ao Ferréo
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4.8. Producéo de anticorpos anti-peconhas do muco e do ferrédo de
C. agassizii

A resposta imune desencadeada pelas peconhas de C. agassizii foi
avaliada através da producdo de anticorpos (IgM, IgG, 1gG2a e IgG1) por
meio da técnica de ELISA. Para tanto, camundongos Swiss foram injetados,
pela via intraperitoneal, com 100 pug das pegonhas adsorvidos em 1,6 mg de
AI(OH)3 nos dias 0 e 7. Nos dias 7, 14 e 21 ap6s a primeira imuniza¢do, 0s
camundongos foram sangrados para obtencdo dos plasmas para as dosagens
de anticorpos.

Nossos resultados mostraram que as peconhas (do muco e do ferrdo)
foram capazes de induzir igualmente a sintese dos anticorpos IgM durante a
resposta priméria (7 dias ap6s a 1% imunizacéo) e secundaria (14 dias apos a
1% imunizac&o) (Figura 16A e 17A). Quanto a resposta de producdo de IgG
anti-peconha, podemos observar nas Figuras 16B e 17B, que a pec¢onha do
muco induziu maiores niveis deste anticorpo 7 e 14 dias apdés a 1°
imunizacdo. Além disso, com relacdo a peconha do ferrdo, como podemos
observar na Figura 17B, houve uma maior producéo de IgG no 21° dia em

relacdo ao 14° dia.

Também podemos observar que, os niveis de anticorpos IgG induzidos
pela pegconha do muco foram devidos a producédo de anticorpos da subclasse
IgG1 (Figura 18A) e da pegonha do ferrdo, devido a producgéo de anticorpos

das subclasses 1gG1 e 1gG2a (Figura 18).
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Figura 16. Producao de anticorpos IgM e IgG anti-peconha do
muco. Camundongos Swiss foram imunizados nos dias 0 e 7 com 100
ug da peconha do muco adsorvido em 1,6 mg de Al(OH);. Nos dias 7,
14 e 21 apdés a imunizagcdo os animais foram sangrados pelo plexo
oftalmico para obtengdo do plasma. Animais imunizados com Al(OH),
foram considerados controle. Os anticorpos IgM e I1gG foram avaliados
pela técnica de ELISA. Os pontos representam a média de diferentes
amostras acrescida do desvio-padréao.

*p < 0,05 em relacao ao Controle
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Figura 17. Producao de anticorpos IgM e IgG anti-peconha de
ferrdo. Camundongos Swiss foram imunizados nos dias 0 e 7 com
100 pg da peconha do ferrdo adsorvido em 1,6 mg de AI(OH);. Nos
dias 7, 14 e 21 apds a imunizacdo os animais foram sangrados pelo
plexo oftalmico para obtencdo do plasma. Animais imunizados com
Al(OH), foram considerados controle. Os anticorpos IgM e 1gG foram
avaliados pela técnica de ELISA. Os pontos representam a média de
diferentes amostras acrescida do desvio-padréo.

*p < 0,05 em relagdo ao Controle

#p< 0,05 em relacdo ao Ferrdao 14 d



-------------------------------------------------------------------------------------- Resultados 438

A) IgG1
2,0
Controle
——Muco 21d
154 —A—Ferrdo 21d
e
=
o
D
N
.g 1,0 4
=
«©
=0
=
w
o)
<051
0,0 = d d p
1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280
Dilui¢des
B) 1gG2a
2,0
Controle
—8—Muco 21d
15 ——Ferrdo 21d
E
o
[=;]
NS
<10
=
EF oy
e * * # #
<054 *
B e ———— = == 1

110 1:20 1:40 180 1160 1320 1640 11280

DiluigGes
Figura 18. Producéo de anticorpos anti-lgG1l e IgG2a. Camundongos Swiss
foram imunizados nos dias 0 e 7 com 100 ug das pegonhas do muco ou do ferrdo)
adsorvido em 1,6 mg de AI(OH)s;s Os animais foram sangrados pelo plexo
oftalmico para obtencdo do plasma no 21° dia apés a imunizagcdo. Animais
imunizados com Al (OH); foram considerados controle. Os anticorpos IgG1 e
IgG2a foram avaliados pela técnica de ELISA. Os pontos representam a média
de diferentes amostras acrescida do desvio-padréo.
*P < 0,05 em relacdo ao Controle

# p < 0,05 em relacdo ao Muco
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4.9. Verificacdo da reatividade antigénica cruzada entre peconhas

de peixes peconhentos

A reatividade antigénica cruzada foi avaliada entre as peconhas do
bagre C. agassizii (do muco e do ferrdo) e essas peconhas frente a outras
peconhas de peixes peconhentos do Brasil (7. nattereri, P. orbygnyi e S.

plumieri), através das técnicas de ELISA e Immunoblotting.

Como podemos verificar, na Tabela I, os anticorpos presentes nos
plasmas dos animais imunizados com as peconhas do muco e do ferrdo
reconheceram por ELISA ambas as peconhas, sendo o reconhecimento
especifico maior para 0s anticorpos presentes no plasma dos animais

imunizados com a pegonha do ferrdo.

O plasma anti-peconha do ferrdo reconheceu mais fortemente as
bandas protéicas da peconha do ferrdo do que da peconha do muco,
enquanto o plasma anti-pe¢conha do muco reconheceu fracamente as bandas

protéicas encontradas na pegonha do muco (Figura 19).

Com relacdo a outras peconhas (7. nattereri, P. orbygnyi e S.
plumieri), baixos titulos de anticorpos foram detectados quando os plasmas
anti-peconha do muco e anti-peconha do ferrdo foram utilizados. Os titulos
foram mais altos frente a peconha de S. plumieri para os plasmas obtidos
dos animais injetados com as peconhas do muco ou do ferrdo (Tabela I1). O
mesmo pode ser observado em relagdo ao immunoblotting. Tanto os

plasmas anti-peconha do muco e anti-peconha do ferrdo revelaram apenas
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bandas protéicas presentes na peconha de S. p/umieri, em torno de 47 kDa

(Figura 20).

Tabela I. Reatividade antigénica cruzada entre 0s anticorpos presentes nos
soros produzidos em resposta a imunizagdo com os venenos de Muco e Ferrao

de Cathorops agassizii

Anticorpos Anticorpos

Antiveneno de Muco Antiveneno de Ferrao

Veneno de Muco 40.960 81.920

Veneno de Ferrao 327.680 327.680

Os titulos de anticorpos determinados por ELISA foram representados como a
reciproca da maxima diluicdo que apresentou um valor de absorbancia maior

que 0,100.
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Figura 19. Eletroforese e “Immunoblotting” da pe¢conha do muco
e do ferrdo de C. agassizii. As peconhas (30 pug) do muco (vM) e do
ferrdo (vF) foram fracionados por SDS-PAGE (A) e em seguida
transferidos para uma membrana de nitrocelulose onde foram
revelados com os soros anti-peconha de muco (opm), anti-peconha
do ferrdo (avF) e normal de camundongo - SN (B). O gel foi corado
com Azul de Comassie e 0s numeros da esquerda indicam o0s
marcadores de massa molecular.
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Tabela Il. Reatividade antigénica cruzada entre os anticorpos presentes nos
soros produzidos em resposta a imunizagdo com o0s venenos de Muco ou

Ferrdo de Cathorops agassizii e 0os venenos de outros peixes peconhentos

Cathorops agassizii

Anticorpos Anticorpos

Antiveneno de Muco Antiveneno de Ferrao

Veneno de
Thalassophryne 320 320
nattereri

Veneno de
Potamotrygon 320 160

orbygnyi

Veneno de
Scorpaena 1.280 640
plumieri

Os titulos de anticorpos determinados por ELISA foram representados como a
reciproca da maxima diluicdo que apresentou um valor de absorbancia maior

que 0,100.
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Figura 20. Eletroforese e “Immunoblotting” de diferentes
peconhas de peixes revelados com o0s soros anti-peconhas do
muco ou do ferrdo de C. agassizii. As peconhas (10 ug) de
Thalassophryne nattereri (1), Potamotrygon orbygnyi (2) e Scorpaena
plumieri (3) foram fracionados por SDS-PAGE (A) e em seguida
transferidos para uma membrana de nitrocelulose onde foram
revelados com os soros anti-pegonha do muco (opm), anti-peconha
do ferrdo (opf) (B). O gel foi corado com Azul de Comassie e 0s
nameros da esquerda indicam os marcadores de massa molecular.
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5. Discussao

Acidentes com bagres marinhos sédo frequentes, principalmente por
pecadores de camardo e de outros peixes com valor comercial maior. Os
bagres sdo produtos secundarios da pesca, pois ndo tém valor comercial,
pelo fato dos pescadores trabalharem em contato permanente com as redes,
se ferem com este subproduto. Também ocorre com menor incidéncia com
banhistas que, provavelmente, em decorréncia destes peixes serem
descartados pelos pescadores profissionais sdo trazidos pela maré até as
praias, ocorrendo assim acidentes em banhistas que inadvertidamente
pisam. As manifestaces clinicas do envenenamento sdo: dor intensa em
todos os casos observados, incidéncia de inflamacédo no local manifestado
por edema e eritema. Quando ndo ocorre fragmentacdo do ferrdo no tecido
e ndo havendo infeccdo secundéria, a inflamacdo desaparece em 24 horas
@

Diante da realidade de que, os bagres causam um grande numero de
acidentes, nos propusemos a estudar a resposta inflamatéria que as
peconhas do C agassizii causam nos acidentes. Utilizamos camundongos
como modelo experimental, uma vez que, demonstraram serem suscetiveis
as peconhas estudadas.

Inicialmente as peconhas (do muco e do ferrdo) de C. agassizii, foram
obtidos e analisados quanto ao perfil eletroforético. Podemos verificar que a

peconha do ferrdo apresenta componentes majoritarios entre 66 e 97 kDa e
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a do muco com componentes mais evidentes por volta de 45 kDa. Além
disso, os componentes de baixo peso molecular (14 kDa) foram visualizados
em ambas as peconhas, mostrando desta forma uma similaridade entre eles.
Junqueira e colaboradores ®? relataram recentemente que as peconhas do
bagre Genidens genidens, pertencente a mesma familia Ariidae,
apresentaram um perfil eletroforético parecido, com componentes
distribuidos entre 14 e 97 kDa, sendo a banda majoritaria por volta de 45
kDa. Embora seja dificil estabelecer uma comparacéo entre composicdes de
peconhas, 0s nossos resultados mostram uma conservacdo de identidade
entre as peconhas de C. agassizii.

Nossos resultados demonstraram que as peg¢onhas do muco e do
ferrdo do C. agassiziif em modelo murino produzem inflamagéo. Apoiados nos
sinais inflamatodrios observados em estudos clinicos dos casos de acidentes
com estes peixes ), nossos estudos induziram uma inflamacdo num quadro
de acidente com as pegonhas do bagre C. agassizii.

A fase aguda da inflamagdo caracteriza-se por alteragbes no calibre
vascular que levam ao aumento do fluxo sanguineo e mudancas estruturais
na microcirculacdo, permitindo que as proteinas plasmaticas e leucécitos

deixem & circulacdo ©%,

Nossos resultados mostraram que as
peconhas de C. agassizii apresentam igualmente a capacidade de
induzir aumento da permeabilidade vascular e também edema de

pata. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos com as pe¢onhas de

outros peixes brasileiros, como 7hallassophryne nattereri ®? ou as arraias
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Potamotrygon cf. scobina e Potamotrygon gr. Orbygnyi @®

que também
foram capazes de induzir edema em camundongos. Podemos sugerir a
presenca de componentes nas pegonhas de C. agassizii capazes de promover
a liberacdo de mediadores importantes para o desencadeamento do aumento
de permeabilidade vascular e edema. Como consequéncia das mudancas
morfo-estruturais sofridas pelas células endoteliais e pelas intersticiais, suas
membranas plasméaticas sdo rapidamente emodeladas gerando mediadores
lipidicos biologicamente ativos ¥ 9. Os fosfolipedes de membrana s&o
clivados por duas vias enzimaticas distintas: a da cicloxigenase, gerando as
prostaglandinas (PGD), que sdo mediadores lipidicos derivados do acido
aracdbnico, formados por mastocitos quando ativados, que se liga a
receptores nas células dos musculos lisos, atuando como vasodilatador e
promovendo a quimiotaxia e acumulo de neutrdéfilos nos sitios inflamatorios.
As tromboxanas (TBX), e a da lipoxigenase, gerando os leucotrienos (LCT),
estes sdo sintetizados predominantemente em células de origem mielbide
através do metabolismo do acido araquidénico pela via 5-Lipoxigenase (5-
LO), com capacidade de quimiotaxia para neutrofilos. Sdo produzidos por
mastocitos que se liga a receptores especificos, também nas células dos
musculos lisos. E as lipoxinas.

Foi detectada a presencga de LCT B4 e PGD E2 no lavado da cavidade
peritoneal dos camundongos injetados com ambas as peconhas confirmando

esta hipGtese, uma vez que estes mediadores estdo relacionados com a

inducdo do aumento de permeabilidade vascular e com o edema. O
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extravasamento de células imunes do sangue periférico através do endotélio
vascular para a matriz extracelular dos tecidos € um evento comum em
manifestacdes inflamatérias ©®. Nossos resultados através da microscopia
intravital mostraram que as peconhas do muco e do ferrdo do bagre C.
agassizii induziram um grande numero de leucdécitos rolantes nas vénulas
pds-capilares com focos de extravasamento leucocitario. A infiltragdo tecidual
por leucdcitos necessita de interacdes dindmicas, reguladas entre leucdcitos,
células endoteliais e complexos de receptores na superficie da matriz
extracelular e ainda, um conjunto de substancias quimioatratoras especificas

identificadas como quimiocinas ©7 ©8 (9 (60)

. Os receptores de leucdcitos
que participam da interacdo com as células endoteliais pertencem a 2
principais classes de proteinas: as selectinas que medeiam as interacdes
iniciais com carboidratos, e as integrinas que sdo responsaveis pela fina
adesdo e transmigracdo por entre as juncdes das células endoteliais ®Y. Uma
vez ocorrida a transmigracdo pelas células endoteliais, os leucdcitos
comecam a interagir com a membrana basal e a matriz extracelular ©” ¢
(63).

O recrutamento leucocitario foi observado no modelo /n vivo pela
injecdo de ambas as peconhas do bagre. As peconhas do muco e do ferrdo
foram capazes de induzir o influxo para a cavidade peritoneal principalmente
de neutrofilos seguido pelo influxo de macrofagos. Além disso, a peconha do

ferrdo induziu uma resolu¢do mais rapida do influxo leucocitario ao contrario

da pegonha do muco que manteve o infiltrado macrofagico por até 7 dias.
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O padrdao de recrutamento leucocitario (primeiramente o influxo
predominante de neutréfilos, sendo depois substituido pelo recrutamento de
células mononucleares) parece ser responsavel pela resolugdo do processo
inflamatdrio, que removeu o agente lesivo restaurando a homeostase
tecidual. Neutrdfilos sdo as primeiras células a alcangarem o sitio da lesdo e
predominam numericamente no periodo agudo da injuria tecidual.
Desenvolvem um papel importante na defesa do organismo, pois podem
fagocitar e destruir o agente lesivo. Além disso, podem ser ativados pelas
citocinas produzidas pelos macrofagos residentes no tecido e células
endoteliais. Uma vez que os mondcitos do sangue saem da circulacdo e
entram no local da injuria, diferenciam-se em macrofagos, que sdo ceélulas
efetoras finais da reacéo inflamatéria. Os macréfagos fagocitam as particulas
estranhas e as destroem pela sintese de espécies reativas de oxigénio como
o Oxido nitrico. Sequencialmente, o macrofago ativado age retirando os
restos celulares, induzindo a eliminacdo do antigeno e a resolucéo da reacéo
inflamatoria.

A infiltracdo tecidual por leucdcitos também pode ser regulada
inicialmente por citocinas inflamatdrias como IL-13, IL-6 e TNF-o. Estas
proteinas inflamatérias atuam no recrutamento leucocitario induzindo um
aumento na expressdo de moléculas de adesdo nas células endoteliais ©¥
(9 S30 secretadas por células da imunidade inata e também pela adquirida.
Produzidas em resposta a microrganismos e a outros antigenos, diferentes

citocinas estimulam diversas respostas de células envolvidas na imunidade e
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na inflamacéo, pois podem atuar proximo ao local onde foi produzida, isto €,
na propria célula que a secretou ou em uma célula proxima, influindo acdes
de outras citocinas.

As quimiocinas também participam deste processo, formam uma
grande familia de citocinas estruturalmente homélogas que estimulam, por
recrutamento seletivo, os leucOcitos do sangue para o0s tecidos. As
quimiocinas CXC agem predominantemente em polimorfonucleares (IL-8 em
humanos ou seu homologo murino KC) e as da familia CC e C atuam,
sobretudo sobre mondcitos, linfocitos T e B, células NK, eosindfilos e
baséfilos (MCP-1 e MIP-1a) ©®. As quimiocinas recrutam as células de
defesa para os sitios da infeccdo, sendo comuns, diferentes quimiocinas
atuando sobre diferentes células para controlar a natureza do infiltrado
inflamatério. Sdo moléculas béasicas que se ligam por interacdes
eletrostaticas a porcdo comum de heparan sulfato dos proteoglicanos da
matriz extracelular como sindecam, glipicam e CD44 que se apresentam
carregados negativamente ©7 8

Portanto, o proximo passo do nosso trabalho foi avaliar a presenca
das citocinas (IL-1B, IL-6 e TNF-a) e das quimiocinas (KC e MCP-1) neste
modelo. De maneira interessante, somente a citocina IL-6 foi detectada no
lavado peritoneal induzida principalmente pela peconha do muco, podendo
ter sido sintetizada por fagocitos mononucleares, células endoteliais
vasculares ou por fibroblastos presentes neste processo. A IL-6 €

considerada uma citocina multifuncional envolvida na regulacdo de uma
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variedade de respostas celulares, incluindo sua atuacdo juntamente com GM-
CSF sobre a producdo de mondcitos na medula 6ssea ©9.

Notamos também, a presenca das quimiocinas KC e MCP-1, por
ambas as peconhas, indicando a participacdo destes mediadores no
recrutamento de neutrofilos e macréfagos para o sitio da lesdo. Estas
quimiocinas estimulam a polimerizacdo e despolimerizagdo, alternadamente,
dos filamentos de actina, induzindo o movimento de células leucocitérias
migrarem para o0s sitios de inflamagdo. A quimiocina KC recruta
preferencialmente neutréfilos e a MCP-1, mondcitos. Lima e colaboradores
(32 também demonstraram a inducdo de recrutamento celular para a
cavidade peritoneal de camundongos pela injecdo da peconha do peixe 7.
nattereri, como também a presenca de TNF-a, IL-1B, IL-6 e TNF-a no coxim
plantar. Uma vez caracterizada a resposta inflamatdria investigamos a
capacidade das peconhas do bagre C. agassizii de induzir uma resposta
imune especifica.

O sistema imune defende o organismo através de mecanismos
fisiologicos, reconhecendo corpos estranhos e impedindo a sua disseminagéo
na tentativa de eliminar o agente agressor. Para isso, muitas células de
varios tipos interagem entre si e com o agente. Essas interagdes bidirecionais
otimizam a resposta imune e garantem uma funcéo protetora mais eficiente.
As ceélulas apresentadoras de antigeno (APCs) representadas principalmente
por macréfagos e células dendriticas apresentam o antigeno associado a

moléculas de histocompatibilidade (do tipo | ou Il) em sua superficie. Isto
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garante o reconhecimento do antigeno pelo linfécito T através do seu
receptor de antigeno (TCR).

A apresentacdo antigénica ao receptor do linfocito T cria um estimulo
e garante a sua ativacao; quando o linfocito T é ativado, inicia-se 0 processo
de proliferacdo e diferenciacdo em célula efetora com producdo de citocinas
e o0 recrutando e a ativacdo de outros tipos celulares. A resposta imune
desencadeada a partir da ativacdo do linfocito T pode ser de dois tipos, a
resposta imune humoral — mediada por anticorpos produzidos por
plasmécitos (linfocitos B diferenciados) e a resposta imune celular,
caracterizada por linfocitos T efetores com producao de citocinas.

Inicialmente observamos que o processo de imunizagdo com as
peconhas do muco ou do ferrdo foi eficaz em induzir uma producgdo priméria
e secundaria de anticorpos das classes IgM e IgG anti-pegconhas. No entanto,
a peconha do muco induziu niveis mais elevados de anticorpos IgG na
resposta secundaria em relacdo a peconha do ferrdo. Além disso,
observamos que a peconha do muco foi capaz de provocar a producdo
principalmente de anticorpos IgGl e a peconha do ferrdo dos dois is6tipos,
IgG1 e também de 1gG2a. Esses resultados estdo de acordo com dados da
literatura que mostram a producdo inicial de IgM na resposta imune primaria,
resposta obtida ap6s o primeiro contato com o antigeno. Os anticorpos IgM
circulam no sangue e na linfa e possuem multiplos sitios de ligacdo ao
antigeno por se apresentarem na forma pentamérica. A resposta secundaria

€ desencadeada mais rapida que a primaria, e, além disso, a sintese de IgM
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€ substituida por maiores niveis de IgG com afinidade aumentada, especifica
para 0 antigeno em questdo. E importante salientar que a presenca de
anticorpos mais especificos produzidos pelos linfécitos B ocorre em resposta
aos sinais gerados pelos linfocitos T efetores (moléculas co-estimulatérias e
citocinas). As citocinas IL-2, IFN-y produzidas pelos linfocitos Tipo 1 podem
induzir a sintese de anticorpos 1gG2a, e as citocinas IL-4, IL-5 e IL-13
produzidas pelos linfocitos Tipo 2 podem induzir a sintese de IgE e 1gGL1.

Avaliamos ainda, a capacidade dos anticorpos presentes nos plasmas
coletados dos animais imunizados com as pegonhas do muco ou do ferrdo de
reconhecerem 0s componentes das préprias peconhas. Observamos uma
especificidade dos anticorpos para 0os componentes das proprias peconhas e
também uma reatividade antigénica cruzada entre eles. Indicando que
embora nédo foi verificada uma identidade total entre as peconhas do muco e
do ferrdo elas podem apresentar sitios antigénicos comuns reconheciveis
pelos anticorpos.

Finalmente, utilizando 0s mesmos anticorpos que se encontravam
presentes nos plasmas coletados dos animais imunizados com as peconhas
do muco e do ferrdo, quando colocados na presenca de peconhas de
diferentes peixes peconhentos, pudemos notar o reconhecimento de algumas

proteinas presentes na peconha de S. p/lumieri e poucas nos demais.
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6. CONCLUSOES

Podemos sugerir que as peconhas do bagre C. agassizii (do muco ou
do ferrdo) sdo capazes de induzir resposta imune inata e desencadear a
resposta imune especifica. Estas respostas parecem ser reguladas pela
presenca de células inflamatdrias neutréfilos e macréfagos, dos mediadores
lipidicos (LCT B4 e PGD E2), da citocina IL-6 e das quimiocinas KC e MCP-1.
A producdo dos anticorpos IgGl e IgG2a sugerem que as peconhas séo
também capazes de induzir uma resposta imune especifica mista, com

diferenciac@o de clones de linfécitos dos tipos T1 e T2.
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