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Peixes peconhentos representam um problema de salde publica devido aos acidentes com
banhistas e pescadores, destacando-se as arraias de agua doce. Tais acidentes resultam em dor
local, edema, necrose e laceracdo tecidual. Na bacia do Rio Xingu, ocorréncias com arraias séo
frequentes, apesar de subnotificadas e sem tratamento adequado, e se ddo especialmente com a
espécie Potamotrygon leopoldi. Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar a toxicidade da
peconha presente no ferrdo e espinhos da espécie P. leopoldi através do teste de toxicidade em
embribes de zebrafish. As amostras coletadas a partir de 19 fémeas e 12 machos no Rio Xingu,
Pard, foram processadas no Laboratorio de Toxinologia Aplicada-Instituto Butantan. Apds a
raspagem epitelial do ferrdo e maceracdo dos espinhos, utilizamos o método Bradford para
quantificar proteinas, eletroforese para identificar o perfil proteico e teste de toxicidade aguda
para determinar os efeitos das pegonhas (6,25, 25 e 50 pg). Os resultados destacaram variagdo na
quantidade de proteinas do ferrdo entre fémeas e machos, 1,91 e 2,93 mg/mL, respectivamente; e
dos espinhos, 7,71 e 12,27 mg/mL (fémeas e machos). O perfil eletroforético ndo divergiu
expressivamente, porém, demonstrou-se complexo com cerca de 8-12 bandas distribuidas entre
6-198 kDa. Com relacdo a toxicidade, verificamos efeito dose-dependente evidenciado pela
mortalidade e teratogenicidade elevada nas maiores doses, com destague ao espinho das fémeas
em 25 pg. Ja em 50 pg, ambas as amostras de ferrdo causaram maior letalidade, enquanto as
amostras de espinho de ambos o0s géneros apresentaram principalmente efeitos subletais e
teratogénicos, notadamente bexiga natatéria ndo inflada e atraso no desenvolvimento.
Concluimos gue a quantidade de proteinas dos espinhos se sobressai aos ferrGes e a toxicidade
sugere que a peconha dos ferrdes seja maior que dos espinhos, exceto em 25 ug, onde o espinho
das fémeas causou maior letalidade.
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Introducdo. O Brasil € conhecido por sua rica biodiversidade, incluindo aproximadamente 4.860
especies de peixes (Froese & Pauly, 2023). Dentre esses, existem alguns que possuem a
capacidade de produzir peconha, constituindo o grupo de peixes peconhentos. Tais peixes
possuem sistemas que envolvem a producéo e a liberacdo de substancias toxicas através de um
aparato de veneno, composto por ferres e/ou espinhos, que podem causar danos consideraveis as
vitimas. Grande parte desses acidentes ocorre com arraias de &gua doce, acometendo
principalmente os membros inferiores, devido ao fato de serem animais bentdnicos (permanecem
no fundo de rios e lagos de aguas rasas) que, ao serem tocadas ou pisoteadas, ativam seu
mecanismo de defesa em ricochete com a cauda (Haddad Jr., 2008). As arraias podem conter de
um a trés ferrdes de bordas serrilhadas na extremidade da cauda recobertos por células secretoras



de veneno; além disso, podem apresentar espinhos ao longo da parte superior da cauda que
também compde o aparato de defesa (Charvet-Almeida et al., 2002).

A espécie Potamotrygon leopoldi (Figura 1) pertence a ordem Myliobatiformes e a
familia Potamotrygonidae, sendo conhecida como a Unica familia com representantes de agua
doce (Compagno & Cook, 1995). Devido a escassez de estudos, ha uma consideravel demanda
em avancar na compreensdo dos aspectos toxicoldgicos relacionados a esta espécie de arraia.
Para tal, podem ser empregados modelos animais experimentais que fornecem indicagdes dos
efeitos que tais toxinas ocasionam nos alvos. Nesse contexto, o peixe Danio rerio, conhecido
como zebrafish, pode ser um aliado nas pesquisas por representar um modelo alternativo em
consonancia com a filosofia dos 3 Rs da experimentacdo animal, isso &, reducdo, refinamento e
substituicdo (Replacement, Reduction e Refinement).

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo estudar a toxicidade aguda da peconha,
oriunda dos espinhos e do ferrdo, de arraias P. leopoldi adultas sobre parametros de
desenvolvimento embrio-larval de zebrafish (FET Test, OECD 236).

Materiais e métodos. Exemplares de ferrdes e espinhos de P. leopoldi adultos foram coletados
pela Dra. Patricia Charvet na bacia do rio Xingu no Estado do Para, Brasil (Figura 1), com
autorizacdo do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e de Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA, Licenca Permanente para Coleta de Material Zooldgico N° 14693-1).

w , Figura 1. Arraia Potamotrygon leopoldi. Destaque aos
- espinhos e ferrdes da cauda (créditos Daniela Torres e
Plataforma Zebrafish).

No Laboratério de Toxinologia Aplicada
(LETA) do Instituto Butantan a extracdo da
peconha foi realizada pela raspagem epitelial do ferrdo e maceragdo dos espinhos em PBS
seguidos de centrifugacdo para separacdo das proteinas no sobrenadante (Schaeffer et al., 1971),
resultando em um pool da peconha de 19 fémeas e 12 machos, separados por género e entre
amostras de ferrdo e espinhos. A concentracdo especifica de proteinas foi determinada pelo
método de Bradford e o perfil proteico foi visualizado através da eletroforese de proteinas (SDS-
PAGE) em gel de poliacrilamida 8-16% corado com Azul de Coomassie Brilhante.

No teste de toxicidade aguda em embrides de zebrafish (Fish Embryo Toxicity - FET)
foram utilizados embrides nas primeiras horas pos fertilizagdo (hpf) que, de acordo com o
protocolo padronizado, foram distribuidos em placas de 24 pocos, em grupos de cinco embribes
por poco, com 2 mL de meio E2 onde foram adicionadas as substancias teste, em quadruplicata,
sem prejuizo consideravel a composicdo do meio. Neste estudo, os embrides foram expostos a
6,25, 25 e 50 pg da pegonha extraida tanto dos ferrdes quanto dos espinhos e monitorados
durante 96 horas, onde os parametros analisados foram a mortalidade, efeitos subletais (auséncia
de pigmentacdo, bexiga natatéria ndo inflada, edema no saco vitelinico, edema no pericardio) e
efeitos teratogénicos (atraso de desenvolvimento, escoliose e cauda curva) (Aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais em Pesquisa do Instituto Butantan n® 5502030823).



Resultados e discusséo. Os dados obtidos em campo demonstram que o peso e tamanho das
fémeas sdo consideravelmente maiores em relacdo aos machos (Tabela 1). No entanto, a
quantidade de proteinas totais presentes no pool das amostras demonstrou que 0s machos
apresentaram uma maior quantidade de proteinas tanto nas amostras do ferrdo (fémeas 1.91 e
machos 2.93 mg/mL) quanto na de espinhos (fémeas 7.71 e machos 12.27 mg/mL). Em ambos os
sexos, 0s espinhos tém mais proteinas que as amostras do ferrdo. Em relacdo ao perfil
eletroforético das proteinas, todas as amostras possuem perfil semelhante, onde identificamos
aproximadamente de 8 a 12 bandas proteicas, distribuidas de 6 a 198 kDa (Figura 2).

Tabela 1. Dados morfométricos dos exemplares da arraia Potamotrygon leopoldi coletados no Rio Xingu.

Comprimento total | Largura do disco Peso
(mm) (mm) (g)
Fémeas 766,79 £ 118,6 488,79 + 78,69 6977,89 + 3563,68
Machos 596,33 £ 50,85 367,67 £ 29,32 2566,25 + 725,82
Espinho  Espinho  Ferrdo Ferrdo Figura 2. Perfil eletroforético das proteinas totais (SDS-page).
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J& a concentracdo 25 pg induziu maior mortalidade a partir de 72 horas nas amostras
espinhos fémeas e ferrdes machos, notadamente a primeira. Além disso, a amostra dos espinhos
dos machos induziu um expressivo atraso no desenvolvimento, seguido pela amostra de ferrdes
das fémeas. Embora a amostra de ferres de fémeas tenha causado baixa mortalidade, esta
induziu importantes efeitos subletais e teratogénicos (Tabela 2).
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Tabela 2. Efeitos toxicos médios das diferentes pegonhas na concentracdo de 25 pg analisados em 96
horas pés-fertilizacdo pelo teste de toxicidade FET test em zebrafish.

Efeitos subletais Efeitos teratogénicos
Sobrevivéncia| Bexiga natatoria ndo inflada | Edema saco vitelinico | Edema pericardio | Atraso no desenvolvimento | Escoliose
Fémea Ferrdo 70% 3,25+0,43 2+0,71 3+0,7 2,25+1,3 0,25+0,43
Fémea Espinho 15% 0 0,5+0,87 0,5+0,87 0 0
Macho Ferrao 50% 2,75+1,64 0 1,75+ 1,1 0,5+0,5 0
Macho Espinho 90.48% 3,25+0,83 0 0 3,25+0,83 0

Ao testar a maior concentracdo da peconha (50 pg) os indices de mortalidade foram
maiores nos embrides expostos a peconha dos ferrdes de machos e das fémeas (Figura 3A). Esta



concentragdo provocou uma maior intensidade de efeitos subletais em todas as amostras testadas,
principalmente bexiga natatdria ndo inflada para as amostras dos espinhos de ambos 0s sexos. A
amostra dos ferrGes das fémeas causou todos os efeitos subletais (auséncia de pigmentacéo,
bexiga ndo inflada, edema no saco vitelinico e edema no pericardio) (Figura 3B). Além disso, o
principal efeito teratogénico observado foi atraso no desenvolvimento, sendo mais intenso para as
amostras dos espinhos, tanto das fémeas quanto dos machos. Este atraso foi expressivo nas
primeiras 24 hpf, onde os embrides, especialmente os expostos a peconha dos ferrGes, se
desenvolveram mais morosamente quando comparados ao controle negativo.

A importéncia de se analisar um conjunto amplo de efeitos subletais em embrides de
zebrafish se d& pelo fato de que efeitos morfologicos subletais precedem a mortalidade
(Braunbeck et al., 2015). Ainda, é importante considerar que efeitos subletais que potencialmente
possam comprometer o desenvolvimento e o desempenho fisiolégico dos peixes tem,
consequentemente, um potencial impacto na sua sobrevivéncia a curto-médio prazo e, assim,
devem ser levados em consideracéo no estudo.

Figura 3. Efeitos toxicos em embrides de zebrafish
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