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RESUMO

O Thalassophryne nattereri € um peixe peconhento, de pequeno porte, que habita
praticamente todo o litoral brasileiro. E causa relativamente frequente de acidentes entre os
trabalhadores da pesca nas RegiGes Norte e Nordeste do Brasil, e também entre banhistas. Sua
peconha causa uma reacdo inflamatoria intensa, seguida de necrose da area afetada, que
persiste por varios dias. Como costumam ser as peconhas, a do T. nattereri é uma secrecdo
Serosa, ou seja, rica em proteinas. Entre estas estdo varias proteases e peptideos, que possuem
efeitos complexos no organismo humano. Nesta dissertacdo, busca-se investigar essas
atividades proteoliticas, ndo s6 da peconha mas também do muco tegumentar do T. nattereri,
em relacdo a atividade colagenésica e atividade semelhante a tripsina/quimotripsina/elastase-
Il. Nenhuma das preparacdes demostrou atividade semelhante a
tripsina/quimotripsina/elastase-11 frente aos substratos cromogénicos BApNA, N-succinil-
Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida e N-succinil-Ala-Ala-Pro-Leu-p-nitroanilida. Foram também
avaliadas as propriedades proteoliticas do muco tegumentar do T. nattereri. Este possui
atividade colagenasica, com pelo menos 5 proteinas capazes de degradar o colageno. Por ter
atividade colagenésica, h& a possibilidade tratar-se de uma endopeptidase neutra, como as
metaloproteinases, ou se tratar de duas enzimas diferentes, como uma metaloproteinase e uma
carboxipeptidase. No futuro, o isolamento dessas enzimas ativas frente aos substratos testados
na peconha e no muco tegumentar do T. nattereri sera necessario para uma melhor
caracterizacdo e identificacdo de suas propriedades e possiveis aplicacdes.

Palavras-chave: Enzima conversora de angiotensina. Colagenase. Angiotensinase.
Vasopeptideos. Cininases. Bradicinina. Thalassophryne nattereri.



ABSTRACT

The Thalassophryne nattereri is a venomous fish, small, inhabiting almost all Brazilian coast.
It is relatively frequent accidents among workers fishery in the North and Northeast regions of
Brazil, and also from sunbathers cause. Its venom causes an intense inflammatory reaction,
followed by necrosis of the affected area, which persists for several days. How often the
venoms in T. nattereri is a serous and rich in protein secretion . Among these are various
peptides and proteases, which have complex effects on the human body. In this dissertation,
we seek to investigate these proteolytic activities, not only but also from the venom of the
cutaneous mucus from T. nattereri, in relation to collagenolytic activity and activity to
trypsin/chymotrypsin/elastase-I1 like. The venom showed no collagenolytic activity. None of
the preparations demonstrated to activity like trypsin/chymotrypsin/elastase-11 against
BApNA chromogenic substrates, N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilide and N-succinyl-
Ala-Ala-Pro-Leu-p-nitroanilide. We also assessed the proteolytic properties of cutaneous
mucus from T. nattereri. This has collagenolytic activity, with at least 5 proteins bands
capable of degrading collagen. By having collagenolytic activity and there is the possibility
that it is neutral endopeptidase such as metalloproteinases or the case of two different
enzymes, such as carboxypeptidase and a metalloproteinase. In the future, the isolation of
these enzymes active against substrates in the venom and cutaneous mucus from T. nattereri
will be needed to better characterize and identify their properties and possible applications.

Key words: Angiotensin-converting enzyme. Collagenase. Angiotensinase. Bradykinin.
Thalassophryne nattereri.
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1  INTRODUCAO

O estudo de peconhas animais vem sendo realizado principalmente no sentido de
compreender suas acOes deletérias em humanos, possibilitando desta maneira o
desenvolvimento de tratamentos especificos. Além disso, h& na peconha de muitos animais a
presenca de substancias com potencial terapéutico. Dentre essas moléculas encontramos 0s
peptideos, que possuem algumas vantagens e desvantagens em comparagdo a pequenas
moléculas que normalmente sdo usadas em farmacos tradicionais. A principal vantagem é a
especificidade de acdo. Enquanto um farmaco de baixa massa molecular tende a se difundir
pelos tecidos, agindo sobre diversos alvos, um peptideo pode ligar-se especificamente a um
tipo de receptor, e exercer apenas 0 afeito desencadeado por essa ligacdo Unica. Porém, a
biodisponibilidade ¢ menor do que a de moléculas pequenas simples, devido a sua menor
capacidade de atravessar barreiras bioldgicas, e também a sua maior fragilidade a variacdes de
pH e acdo de peptidases. Isso, portanto, limita o uso de possiveis medicamentos peptidicos
(LEWIS; GARCIA, 2003). Por outro lado, partindo-se de peptideos pode-se desenvolver
farmacos. Um bom exemplo disso é o do farmaco Captopril®, cujos estudos que permitiram
seu desenvolvimento foram iniciados a partir da descoberta do peptideo bradicinina (BK) pelo
pesquisador brasileiro Mauricio Rocha e Silva e uma equipe de mais 3 fisiologistas no
Departamento de Bioquimica e Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-
USP em 1948.

Entre as pegonhas animais, as de peixes estdo entre as menos estudadas. 1sso se deve
ao fato de que os animais peconhentos terrestres co-habitarem nosso meio, e portanto haver
um maior numero de interacdes e acidentes envolvendo esses Ultimos e seres humanos. A
facilidade de se obter peconhas de animais terrestres, comparativamente muito maior em
relacdo aos animais aquaticos, também contribui fortemente para que sejam mais estudados
(CHURCH; HODGSON, 2002). A producdo de toxinas por animais aquaticos € uma
estratégia importante que garante sua sobrevivéncia em um ecossistema altamente
competitivo. Destarte, como um mecanismo de defesa, estes animais produzem um nimero
enorme de metabolitos, cujas combinagdes resultam em uma grande variedade de estruturas
quimicas e moléculas complexas como peptideos e proteinas com propriedades quimicas e
farmacologicas diferentes das apresentadas pelas peconhas de animais terrestres.

O Brasil possui uma extensa linha costeira, aproximadamente 7.400 km, propiciando a
existéncia de grande nimero de animais potencialmente perigosos que, associados a fatores

como o grande fluxo de banhistas as praias, o incremento a pesca comercial e esportiva,
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atividades como mergulho autbnomo e pesca submarina, favorecem a ocorréncia de muitos
acidentes em humanos, sendo grande parte destes provocados por peixes peconhentos. A
distingdo entre um ser venenoso e um peconhento é que o primeiro possui alguma substancia
com elevada toxicidade em seu organismo, enquanto que o segundo, além disso, possui um
aparato que permite usar essa substancia toxica contra outro ser vivo, seja para ataque ou
defesa. Neste ultimo caso, hd também uma glandula que produz a pegonha, especificamente.

O Thalassophryne nattereri (Figura 1) conhecido no litoral brasileiro como niquim ou
peixe-sapo, é um animal peconhento, que habita regies lagunares e estuarinas. Pertence a
familia Batrachiodidae, cujos individuos costumam ser conhecidos como peixes-sapo
(HUTCHINS; PAXTON; ESCHMEYER, 1998). Aloja-se no fundo de &guas rasas, e
permanece imadvel durante boa parte do tempo. O peixe possui espinhos ocos inoculadores de
peconha na regido dorsal, e os acidentes acontecem, na maior parte das vezes, quando
pescadores, em sua maioria, ou banhistas inadvertidos pisam o peixe, ou tentam pega-lo
usando as mdos. A peconha ndo tem, ao contrario de muitas outras peconhas animais, acao
hemorragica ou neurotoxica, mas provoca inflamacao local intensa, seguida de necrose, que
se prolonga por vérios dias (HADDAD JUNIOR et al., 2003).

Figura 1 — O Thalassophryne nattereri

Fonte: LOPES FERREIRA, M. et al. Peixes peconhentos: as potentes toxinas presentes nesses animais colocam
em risco a salde publica devido aos quadros patolégicos que provocam nas situacdes de envenenamento. Projeto
de Pesquisa. Séo Paulo: Instituto Butantan, Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada, Grupo Pesquisa em
Imunorregulagdo, [201-?].  Disponivel em:  <http://imunorregulacaoibu.com.br/7-pesquisa/22-peixes-
peconhentos/50-peixes-peconhentos>. Acesso em: 19 jan. 2014.

Acredita-se que principal mecanismo envolvido na fisiopatologia da lesdo esteja
envolvido com o sistema calicreina-cininogénio-cinina, onde substancias presentes na
peconha com atividade cininasica (proteases) e de cininas que intensificam e simulam
exacerbadamente os efeitos desse sistema (LOPES-FERREIRA et al., 2004).
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O sistema renina-angiotensina (SRA) € o principal responsavel pelo controle dos
liquidos corporais e do tonus vascular (BASSO; TERRAGNO, 2001). A aldosterona, que tem
sua liberacdo controlada pelo SRA, é um hormonio produzido pelo cortex da glandula supra-
renal que diminui a excre¢do de sodio nos rins. O SRA tem sua acdo a nivel sistémico e
também a nivel local, possuindo suas peculiaridades, a depender do tecido estudado
(BANEGAS et al., 2006). Possui alguma ligagdo com o sistema calicreina-cininogénio-cinina,
cujos peptideos também possuem efeito local e sistémico. A Enzima conversora de
angiotensina | (ECA 1) faz parte do sistema renina-angiotensina. Ela converte a angiotensina
I (Ang 1), um decapeptideo inativo, em angiotensina Il (Ang Il), um octapeptideo, que é a
forma predominantemente ativa da angiotensina (MEHTA; GRIENDLING, 2007) e também é
capaz de hidrolisar a bradicinina, sendo um elo de ligacdo entre os dois sistemas (TOM et al.,
2002).

Pensava-se até bem pouco temo atrds, que o sistema renina-angiotensina seria um
sistema linear (VARAJIC et al., 2008), com a ativacdo do angiotensinogénio pela renina, que
retira deste um fragmento de 10 aminoacidos chamado de angiotensina | (Ang 1), que por sua
vez ¢ transformado pela ECA em angiotensina Il (Ang Il), e exerce varios efeitos sistémicos,
que resultam basicamente em aumento da pressao arterial e da retencéo de sédio nos rins, pela
liberagdo de aldosterona. No entanto, nas Ultimas décadas, tem se constatado que existem
outros peptideos além de Ang | e Ang I, que exercem func¢des importantes no controle da
pressdo sanguinea, e podem servir de novos alvos para novas terapias. A angiotensina (1-7),
angiotensina (1-12), angiotensina Il1, angiotensina IV, angiotensina (2-10), angiotensina (1-9)
sdo parte desses peptideos que tem sido descobertos, e associadas a eles importantes funcbes
no sistema renina angiotensina que, ja sabe-se hoje, ndo ser linear como se pensava
(BENEGAS et al., 2006). Além disso, novos receptores, como o receptor AT, (CHAI et al.,
2004), e uma nova enzima conversora de angiotensina, a ECA 1l (RICE et al., 2004), também
foram descobertos. Todos com importantes novas fungbes no sistema renina-angiotensina,
sendo o desequilibrio em suas proporc¢des uma provavel causa de muitas doencas do sistema
cardiovascular.

A peconha possui diversas atividades citotoxicas relatadas. De acordo com o trabalho
de Lopes-Ferreita et al. (2004), a peconha possui acdo direta sobre mondcitos in vitro.
Também possui propriedades trombogénicas, e sdo essas propriedades que, acredita-se,
causam a necrose observada nas lesbes, por geracdo de suprimento sanguineo insuficiente
(LOPES-FERREIRA et al., 2002).
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Como todas as pegonhas costumam ser, a do T. nattereri é rica em proteases. Algumas
substancias, porém, parecem induzir o aparecimento de metaloproteinases no tecido
intersticial, que degradam fibras colagenas (PAREJA-SANTOS et al., 2009). Essas
metaloproteinases sdo endopeptidases neutras, e possuem importancia no processo de
estabelecimento de metastases no cancer (ALA-AHO; KARARI, 2005). Além disso,
colagenases sdo também usadas na recuperacdo de ferimentos, como queimaduras (OZCAN
etal., 2002).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O Thalassophryne nattereri

A familia Batrachoididade pertence a ordem Batrachoidiformes. Os peixes dessa
familia s@o conhecidos como peixes-sapo, devido a sua aparéncia (FROESE; PAULY, 2013).

Os peixes-sapo sdo predadores bentdnicos de emboscada, e valem-se de sua coloragao
criptica para camuflarem-se no fundo do ambiente aquéatico. Geralmente ndo possuem
escamas, e variam de tamanho de aproximadamente 7 a 55 cm de comprimento, sendo esses
exemplares o Thalassophryne megalops e o peixe-sapo Pacuma, respectivamente. Todos 0s
peixes-sapo possuem espinhos afiados nas nadadeiras dorsais e nos opérculos, e nos peixes da
subfamilia Thalassophryninae, que € a subfamilia do Thalassophryne nattereri, esses
espinhos sdo ocos, e possuem glandulas de peconha em suas bases (HUTCHINS; PAXTON;
ESCHMEYER, 1998).

O Thalassophryne nattereri (T. nattereri) € um peixe de habitos bentdnicos, ou seja,
vive no fundo ambiente aquatico. E endémico em todo o litoral brasileiro (Figura 2). E um
peixe peconhento, e devido a pratica disseminada da pesca nas regides Norte e Nordeste do

Brasil, os acidentes envolvendo essa espécie sdo frequentes nessa regiao.

Figura 2 — Distribuicdo do T. nattereri no litoral atlantico das américas

Relative probabilties Exlon magemEn. . Download data ~Close window-
e s Explore all suitable habitat About AquaMaps Session no. 94
B 0.50 - 1.00 Explore point map Comments & Corrections
[0 060 -0.79 _
0.40 - 0,59 Show mapping parameters Rapthis o
0.20 - 0.39 Create your own map
0.01-0.19

Fonte: Mapa de distribuicdo nativa do Thalassophryne nattereri gerada por computador. Disponivel em:
<http://www.aquamaps.org, versao de agosto de 2013>. Acesso em: 19 jan. 2014.
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O T. nattereri € um peixe de porte pequeno, alcancando em média 15 cm de
comprimento (HADDAD JUNIOR et al., 2003). E dotado de 2 (dois) espinhos ocos, injetores
de peconha, na regido dorsal e mais dois operculares, um acima de cada nadadeira lateral
(Figura 1). Na base de cada espinho, estéd a glandula de peconha, que apresenta-se envolta por
uma bainha, que por sua vez contém o espinho. Quando algo pressiona o espinho, este perfura
a bainha, e com a continuidade do pressionamento, a pegonha acumulada nessa bainha é

impulsionada atraves do espinho oco, e injetado na vitima (Figura 3).

Figura 3 — O mecanismo de eje¢do da peconha do T. nattereri

Fonte: LOPES-FERREIRA, M. et al. Peixes peconhentos: as potentes toxinas presentes nesses animais colocam
em risco a satde publica devido aos quadros patolégicos que provocam nas situacfes de envenenamento: Projeto
de Pesquisa. S&o Paulo: Instituto Butantan, Laboratoério Especial de Toxinologia Aplicada, Grupo Pesquisa em
Imunorregulagdo, [201-?]. Disponivel em:  http://imunorregulacaoibu.com.br/7-pesquisa/22-peixes-
peconhentos/50-peixes-peconhentos Acesso em: 19 jan. 2014.

2.2 Epidemiologia dos acidentes com o Thalassopryne nattereri

Os acidentes com o T. nattereri ocorrem principalmente com homens, entre os 21 e 40
anos (FACO et al., 2005). Esta é a faixa de idade em que a maioria dos homens esta
trabalhando na pesca, e 0s acidentes ocorrem principalmente com os homens devido a estes
estarem muito mais envolvidos na atividade pesqueira do que as mulheres.

Em um estudo feito no Pard e em Sergipe, em 2003, relatou-se as principais
caracteristicas de 43 acidentes registrados envolvendo o T. nattereri nessas regifes. Todas as
vitimas eram homens, com idades entre 7 e 64 anos, 80% desses se acidentou enquanto
caminhava pelas aguas rasas, e 20% enguanto tentava remover o peixe das redes de pesca.

Acredita-se que exista muita subnotificacdo de acidentes com o T. nattereri. As
principais razbes seriam a dificuldade de acesso a servicos de saude, que costumam ficar
afastados das regides em que os acidentes costumam ocorrer (FACO et al., 2005) e a

ineficacia do tratamento oferecido nesses servicos de satide (MAGALHAES et al., 2005).


http://imunorregulacaoibu.com.br/7-pesquisa/22-peixes-peconhentos/50-peixes-peconhentos
http://imunorregulacaoibu.com.br/7-pesquisa/22-peixes-peconhentos/50-peixes-peconhentos
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2.3 O empeconhamento pelo T. nattereri

O empeconhamento por T. nattereri apresenta as seguintes caracteristicas: eritema
local leve, edema severo, dor intensa e rapida progressdo para necrose. Em ferimentos mais
graves, a necrose pode ocorrer apenas algumas poucas horas depois do acidente e, em alguns
casos, amputacdo e enxerto podem ser necessarios (LOPES-FERREIRA; MOURA-DA-
SILVA, 2000). A peconha néo apresenta atividade hemorragica, ao contrario de varios outras
peconhas animais, como a de serpentes crotalinicas, que possuem metaloproteinases
hemorréagicas (LOPES-FERREIRA et al., 2001) e é aparentemente desprovido de atividade de
fosfolipase A, (LOPES-FERREIRA et al., 1998). A dificuldade de regeneracdo que acontece
na mionecrose na lesdo provocada pelo T. nattereri é atribuida ao suprimento sanguineo
insuficiente durante estagios criticos do processo de recuperacdo do tecido, e a perfusdo
sanguinea inadequada, decorrente da hemorragia, provoque a necrose. No empe¢onhamento
por T. natteri, entretanto, ndo sdo observados os efeitos hemorrégicos, sendo os danos a fibra
muscular induzidos diretamente, e a perfusdo ineficiente também acontece, porém provinda
de outros mecanismos, como os efeitos hemostaticos e citoliticos da peconha (LOPES-
FERREIRA et al., 2001).

Apobs aplicacdo tdpica da peconha no tecido muscular de camundongos, foram
observados efeitos dose-dependentes na microvasculatura, como ocorréncia de trombos de
tamanhos variados na parede das vénulas, e constricdo nas arteriolas, com reducdo de
aproximadamente 25% no diametro dos vasos. Observa-se a formagdo de uma grossa camada
de fibrina sobre o endotélio (Figura 4), alguns minutos apds a aplicacdo da peconha, e a
rapidez com a qual esses efeitos se apresentam, assim como também a sua duracdo, sdo
proporcionais a dose aplicada (LOPES-FERREIRA et al., 2002).
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Fonte: LOPES-FERREIRA, M. et al. Hemostatic effects induced by Thalassophryne nattereri fish venom: a
model of endothelium mediated blood flow impairment. Toxicon, Oxford, v. 40, n. 8, p. 1141-1147,
2002.

Notas: (A) Formagdo de trombos nas vénulas. (B) Vénula p6s-capilar em estase. (C) Arteriola constricta (D) A
camada de fibrina que se forma no endotélio vascular apés a inje¢do de peconha do T. nattereri (setas).

Como a peconha apresenta atividade citotoxica contra plaquetas, € uma possibilidade
que a formacdo dos trombos esteja relacionada a liberagcdo de produtos trombogénicos de
plaquetas lisadas pela acdo da peconha. Porém, ha uma discrepancia do nimero de plaquetas
danificadas in vivo e a quantidade de trombos encontrados. Parece mais provavel que a lesdo
do endotélio seja o principal envolvido na formacao desses trombos, j& que a pegonha também
possui acdo citotdxica endotelial in vitro (LOPES-FERREIRA et al., 2004). O fato de
amostras de sangue dos animais injetados com a peconha ndo apresentarem nenhuma
alteracdo da coagulacdo sanguinea reforca a hipotese de liberacdo de fatores trombogénicos
pelo endotélio (LOPES-FERREIRA et al., 2002).

A peconha também possui atividade miotdxica. ApOs a injecdo no musculo
gastrocnémio de camundongos, provocou alteracdes tipicas de necrose celular, como
degeneracdo de material miofibrilar, membrana plasméatica rompida e mitocondrias
edemaciadas (LOPES-FERREIRA et al., 2001). A peconha provocou aumento da atividade

creatinina quinase no plasma, e diminuicdo da atividade dessa enzima no musculo. As lesGes
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celulares foram observadas por microscopia intravital antes da estase circulatoria, o que
demonstra atividade miotoxica (LOPES-FERREIRA et al., 2001).

A atividade da peconha também foi avaliada nos rins de ratos. Foram usadas trés
concentracdes da peconha em rins isolados de ratos, perfundidos com solucdo modificada de
Krebs Henseleit (MKHS), e foi administrada a pegonha em 3 concentragdes, de 0,1; 1,0 e 3,0
pug/mL. Foram observados aumento da pressdo de perfusdo, da resisténcia vascular renal, da
taxa de filtracdo glomerular e do fluxo urinério nas primeiras duas doses, mas a taxa de
filtracdo glomerular, fluxo urinario e o transporte tubular de Na* e K* diminuiram apenas ap6s
a administracdo da dose mais alta. Como neste trabalho ndo foi usado sangue, as alteracdes
nédo foram creditadas a eventos trombogénicos, como o dano ao tecido endotelial, que pensou-
se ser a causa da estase venosa completa e arteriolar transiente em tecidos afetados pela
peconha (LOPES-FERREIRA et al.,, 2002), mas a uma possivel liberacdo de agentes
vasoativos pelo endotélio (FACO et al., 2003).

Acredita-se que o principal mecanismo envolvido nos sintomas seja uma agao
apresentada pela peconha semelhante a acdo do cininogénio, que atua no sistema fisiologico

calicreina-cininogénio-cinina (LIMA et al., 2003) (Figura 5).
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2.4 O sistema calicreina-cininogénio-cinina
Figura 5 — O sistema calicreina-cininogénio-cininina
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Fonte: MILLER, D.; MARGOLIUS, H. S. The kallikrein-kinin-kininogen system. In: BITTAR, E. E.; BITTAR,
N. (Ed.). Molecular and cellular pharmacology, Greenwich: JAI Press, c1997. p. 365. (Principles of
medical biology, v. 8B).

Nota: Calicreinas, seus substratos cininogénio e seus produtos ativos. A transcri¢do do gene do cininogénio (K)
é seguida por reac0es alternativas de splicing do RNAm, que leva a sintese ou do cininogénio de baixo
peso molecular (LK) ou do cininogénio de alto peso molecular (HK). A clivagem proteolitica de cada um
dos cininogénios pela calicreina libera os peptideos bioativos, chamados cininas. Esses peptideos, cujas
sequéncias de aminoécidos sdo mostradas, possuem conformagdes aleatdrias em solucdo. Cada um deles
pode reagir com o receptor B2, que é um receptor de membrana do tipo receptor de sete dominios.

O sistema calicreina-cinina-cininogénio atua no sistema circulatorio e participa nas
reagOes de coagulacdo (LYNCH; SHARIAT-MADAR, 2012). A calicreina é uma serino-
protease, que circula no sangue em uma forma inativa, a pre-calicreina. O cininogénio € um
precursor dos compostos biologicamente ativos, as cininas (BLAIS JUNIOR et al., 2000).
Encontramos o cininogénio de alta massa molecular (HK, do inglés High molecular weight
Kininogen), com uma massa molecular de 120 kD e presente no plasma em uma concentragédo
de 70 — 90 pg/mL, e o cininogénio de baixa massa molecular (LK, do inglés Low molecular
weight Kininogen), com massa molecular de 68 kD e presente no plasma em uma
concentragdo de 160 pg/mL (USHIDA; KATORI, 1986). A calicreina plasmatica atua quase
que exclusivamente sobre o HK, enquanto que a calicreina tecidual, quase que
exclusivamente sobre o LK (MARGOLIUS, 1995). O produto de degradacdo do HK pela
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calicreina plasmatica é a bradicinina (BK), um nonapeptideo dotado de intensa acgdo
vasodilatadora Murphey et al. (2000). J& o produto da degradacdo da LK pela calicreina
tecidual é a lisil-bradicinina (Lys-bradicinina), também conhecida como calidina. Quanto aos
receptores de cininas, existem basicamente 2 tipos: 0s receptores B; estdo envolvidos em
situacOes de agressdo ao tecido, como inflamagdo e trauma (HALL, 1992). Ligam-se
des[Arg”]-bradicinina, um metabélito da bradicinina, e alguns estudos sugerem que a
interleucina-1 é o sinal para a sua expressdo (BATHON et al., 1992). Os receptores B, séo
relacionados a resposta fisioldgica as cininas, como efeitos na pressdo sanguinea, contracao
do masculo liso, fluxo sanguineo local e transporte de eletrlitos (BOCKMANN;
PAEGELOW, 2000).

Algumas atividades sdo devidas a inducdo da liberacdo de outros mediadores pelas
cininas, como a liberacdo de eicosanoides em reacGes de relaxamento da artéria basilar
humana isolada, e a liberacdo de Oxido vitrico na vasodilatacdo, assim como a liberacdo de
substancia P, neurocinina A, citocinas, histamina e serotonina (MILLER; MARGOLIUS,
1997).

A bradicinina é degradada pela ECA a BK-(1-7), um produto inativo, e posteriormente
a BK-(1-5), um produto também inativo. No plasma humano, a bradicinina também pode ser
convertida a BK-(1-8) por uma enzima do tipo carboxipeptidase N (KUOPPALA et al.,
2000).

Em cées, ficou evidente a importancia de cininases Il, como a ECA, na degradacdo da
bradicinina (NASJLETTI; COLINA-CHOURIO; MCGIFF, 1975). Em ratos, a neprilisina,
uma endopeptidase neutra, assume um papel importante no catabolismo de cininas (URA et
al., 1987).

2.5 Meétodos para o tratamento do empegonhamento

Até entdo, ndo ha um método eficiente para tratar os sintomas que se apresentam no
empeconhamento por T. nattereri. Esse fator, aliado a dificuldade de acesso as unidades de
salde, uma vez que muitos acidentes ocorrem em areas distantes de cidades com atendimento
hospitalar, faz com que muitas vezes os individuos acidentados ndo procurem tratamento
(FACO et al., 2005). O tratamento com drogas anti-inflamatdrias, tanto esteroidais quanto
ndo-esteroidais, ndo consegue aliviar a dor (LOPES-FERREIRA et al., 2004). Antibidticos,
para prevenir infeccbes secundarias e colocar a regido lesionada em agua morna é o

procedimento que mais alivia a dor, mas resulta apenas em uma leve melhora dos sintomas
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(HADDAD JUNIOR et al., 2003). O tratamento com anti-inflamatorios mostra que nem a
ciclooxigenase nem a lipooxigenase estdo envolvidas no mecanismo fisiopatolégico (LIMA
et al., 2003). O uso de analgésicos opioides apresentou alguma eficacia em reduzir a dor,
porém nédo foi capaz de reduzir o edema, e os melhores resultados foram alcancados com
inibidores da calicreina tecidual (LOPES-FERREIRA et al., 2004).

Em 2004, Lopes-Ferreira e colaboradores desenvolveram um estudo para avaliar a
atividade cininogenasica da peconha do T. nattereri. Nesse estudo, foram injetadas doses da
peconha em patas de camundongos, e avaliado a nocicepc¢do pela frequéncia de lambida da
pata. O resultado mostrou que apenas o inibidor da calicreina tecidual TKI foi capaz de
reduzir tanto a frequéncia de lambidas da pata quanto o edema no local da aplicacdo da
peconha (LOPES-FERREIRA et al., 2004). Também foi testado um inibidor da calicreina
plasmatica PKSlsy7, mas este foi capaz apenas de reduzir levemente o edema (15% em relacédo
ao controle), mas ndo apresentou efeito na nocicepcdo (LOPES-FERREIRA et al., 2004). Foi
adicionado ainda um inibidor de enzima conversora de angiotensina (ECA), que também
provoca a degradacdo da bradicinina, para demonstrar o envolvimento do sistema calicreina-
cininogénio-cininas no fisiopatologia da lesdo. Com a ACE inibida, h4 mais bradicinina
presente, e portanto, tanto a nocicep¢do quanto o edema foram aumentados. O estudo mostra,
dessa maneira, que a peconha provoca uma reagdo inflamatoria baseado na ativacdo de
cininas, sendo portanto, concluido que a pe¢onha possui atividade cininogenéasica. Para provar
gue a peconha tem essa atividade, os autores testaram a capacidade de liberacdo de cininas em
substratos sintéticos fluorescentes derivados do cininogénio humano: (1) Abz-MISLMKRPQ-
EDDnp, (Abz-Met-lle-Ser-Leu-Met-Lys-Arg-Pro-GIn-EDDnp), correspondendo a bradicinina
N-terminal; (2) Abz-GFSPFRSSRQ-EDDnp (Abz-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-Ser-Ser-Arg-
GIn-EDDnp), correspondendo a bradicinina C-terminal e 3 Abz-
LGMISLMKRPPGWSPFRSSRIW-NH, (Abz-Leu-Gly-Met-lle-Ser-Leu-Met-Lys-Arg-Pro-
Pro-Gly-Trp-Ser-Pro-Phe-Arg-Ser-Ser-Arg-1le-Trp-NH,), peptideo contendo a sequéncia
completa de bradicinina. Observou-se entédo a clivagem do peptideo (3), resultando nos dois
primeiros peptideos, que correspondem a bradicinina e Lys-bradicinina. Também foram
testados os cininogénios humanos, tanto de alta quanto baixa massa molecular. O cininogénio
de alta massa molecular, o substrato para a calicreina plasmatica, apresentou uma producdo de
cinina a partir do cininogénio significativamente menor do que no controle (6300 pg e 13500,
respectivamente) mas no cicinogénio de baixa massa molecular, foram obtidas quantidades
similares, demonstrando que realmente a atividade da peconha é semelhante a da calicreina

tecidual. A bradicinina (BK) também € clivada pela enzima conversora de angiotensina, uma
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carboxipeptidase, também, pela sua capacidade de degradar cinina, classificada como
cininase-2, que faz parte do sistema renina-angiotensina (Su, 2013). No plasma sanguineo, a
BK ¢é clivada principalmente pela ACE e pela carboxipeptidase N (KUOPPALA et al., 2000).
A ACE cliva a BK em BK(1-7) e BK-(1-5); a carboxipeptidase N, também classificada como
uma cininase |1 (ERDOS; SLOANE, 1962), clivam a arginina C-terminal basica para formar
BK (1-8) (SIVIERI et al., 2007).

Alguns meétodos sdo wusados pelos populares para diminuir os efeitos do
empeconhamento. Alguns pescadores conseguem reduzir os efeitos colocando a lesdo em
contato “com os olhos do peixe”, onde na verdade a pele do animal entra em contato com o
ferimento (COSTA NETO, 2001). O mais comum consiste em aplicar &gua morna na regido,
mas o mais eficiente é a aplicacdo de soro antipeconha, que é produzido apenas na Australia
(SUTHERLAND, 1992 apud FACO et al., 2003).

2.6 O sistema renina-angiotensina

O sistema renina-angiotensina € considerado atualmente como o principal mecanismo
de controle sistémico dos liquidos corporais e, portanto, da pressao arterial. Esta diretamente
relacionado a producdo de aldosterona, um horménio produzido pelo cortex da glandula
supra-renal que esta envolvido na excrecdo de sodio e potassio pelos rins. A macula densa é
uma regido de células especiais adaptadas, localizadas numa porcdo do tubulo contorcido
distal adjacente as arteriolas aferente e eferente do glomérulo (Figura 6). Quando a macula
densa detecta alteragcdes na absorcdo de sddio e cloreto, um sinal é enviado para as células
justaglomerulares, desencadeando a liberacéo de renina por estas. A renina, por sua vez, cliva
o angiotensinogénio, uma ap-globulina j& presente naturalmente no sangue em sua
extremidade aminoterminal, liberando um decapeptideo chamado de angiotensina I (Ang I.
Ang(1-10)), que por sua vez é rapidamente convertido, por uma enzima chamada enzima
conversora de aongiotensina (ACE) a um octapeptideo denominado angiotensina Il (Ang I,
Ang(1-8)), que é considerada a forma ativa da angiotensina. A presenca de Ang Il, por sua
vez, estimula a liberacdo de aldosterona, que tende a poupar sodio e eliminar potassio. A
liberacdo de renina, portanto, visa recuperar o equilibrio hemodindmico, mantendo niveis

pressoricos elevados.
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Figura 6 — Glomérulo e estruturas justaglomerulares
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Fonte: BELL, P. D. Macula densa cell signaling involves ATP release through a maxi anion channel. PNAS,
Boston, v. 100, n. 7, p. 4322, Apr. 2003. Disponivel em:
<http://www.pnas.org/content/100/7/4322/F1.expansion.html>. Acesso em: 9 jan. 2014.

Adenosina é liberada quando o transporte de s6dio aumenta no tubulo contorcido
distal, e estimula a liberacdo de renina. As prostaglandinas sdo produzidas quando o
transporte de sodio diminui, o que desencadeia a liberacdo de renina (VIRDIS, 1999). Ha
também evidéncias de que a ciclooxigenase 2 (COX-2) e a oxido nitrico sintase neuronial
(nNOS) estejam envolvidas na regulacdo da liberacéo de renina (HARRIS, 1994).

A Ang Il liga-se a dois receptores ligados a proteina G (GPCR), chamados de AT, e
AT, (LAMARIE; SCHIFFRIN, 2010). Os efeitos classicos da Ang Il sdo desencadeados
quando o peptideos ligam-se ao receptor AT, possuindo varios efeitos fisiologicos, tais como
a vasoconstriccdo direta das arteriolas pré-capilares e em menor grau nas vénulas pos-
capilares; aumento da neurotransmissdo noradrenérgica periférica (ZIMERMAN;
ROBERTSON; JACKSON, 1987), ao inibir a receptacdo de norepinefrina nas terminagoes
nervosas simpaticas, e provoca liberacdo de catecolaminas na medula supra-renal, causando
assim um aumento da resisténcia periférica total no sistema circulatério (PEACH; CLINE
JUNIOR; WATTS,, 1966). Também tem seus efeitos na funcdo renal, onde diminui a
excrecdo diaria de Na* e de agua, e aumenta a de K*. Em pequenas concentragdes, estimula a
troca de Na'/H" no tabulo proximal, o que aumenta a reabsorcdo de Na*, CI" e bicarbonato
(LIU; COGAN, 1987), e em altas concentragdes pode inibir o transporte de Na* nesse mesmo
local. Aumenta a expressdo do simportador de Na‘/glicose nesse local (BAUTISTA et al.,
2004), e estimula diretamente o simportador de Na'/K*/2CI" no ramo ascendente espesso da
alca de Henle (KOVACS et al., 2002). Estimula a sintese e a liberacdo de aldosterona pelo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Robertson%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3301900
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jackson%20EK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3301900
http://circres.ahajournals.org/search?author1=WILLIAM+H.+CLINE+Jr.&sortspec=date&submit=Submit
http://circres.ahajournals.org/search?author1=WILLIAM+H.+CLINE+Jr.&sortspec=date&submit=Submit
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cortex renal, e diminui o fluxo sanguineo renal pela constri¢do direta do musculo liso vascular
renal.

Existem algumas vias alternativas para a sintese de Ang Il, enzimas presentes em
alguns tecidos convertem o angiotensinogénio em Ang | (proteases ndo-renina) ou
diretamente em Ang Il, como a catepsina G (RIKL et al., 2006) e a tonina (GARCIA et al.,
1981). Existem também enzimas de processamento de Ang | em Ang Il diferentes da ECA,
como a catepsina G, enzima de geracdo de Ang Il sensivel a quimostatina (elastase-2) e a
guimase cardiaca (PAULA et al., 1998; URATA et al., 1990). Possivelmente, a quimase, que
acredita-se ser derivada dos mastdcitos, contribui para a conversdo tecidual local de Ang |
para Ang 11, principalmente no coracdo (WEI et al., 1999; WOLNY et al., 1997).

Ang 1, o peptideo mais ativo da angiotensina, sofre degradacdo adicional, e outros
peptideos sdo formados (Figura 7). O sistema renina-angiotensina tem se mostrado
extremamente complexo, e uma série de inibidores de varios pontos desse sistema tem sido
desenvolvidos e usados como anti-hipertensivos, com vantagens e desvantagens préprias
(HILGERS; MANN, 2002). Durante muito tempo, pensou-se que 0 sistema renina-
angiotensina (SRA) resumia-se a um sistema em que o peptideo Ang Il era o efetor de todos
os efeitos, e que as enzimas renina e ACE eram as Unicas responsaveis pela formacéo de Ang
I e Ang Il. No entanto, durante as duas Ultimas décadas, percebeu-se que o sistema é bem
mais complexo, tendo suas peculiaridades em tecidos como o coracéo e os rins (VARAJIC et
al., 2008). A angiotensina(1-7), por exemplo, é um heptapeptideo, resultante tanto de Ang | e
Ang |1, que contrabalanca os efeitos de Ang Il (FERRARIO, 1997). Na Figura 7, podemos
ver as vias de formacdo ndo s6 da Ang(1-7), mas também de outras angiotensinas cujos papéis

vem sendo elucidados no sistema renina-angiotensina.
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Figura 7 — Vias bioquimicas para a formacéo de Ang (1-7)
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Fonte: Adaptado de: TRASK, A. J.; FERRARIO, C. M. In: VARAGIC, J. et al. New angiotensins. J. Mol.
Med., Berlin, \2 86, n. 6, p. 663, 2008. Disponivel em:
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC2713173/. Acesso em: 10 jan. 2014. e TRASK, A. J;
FERRARIO, C. M. Angiotensin-(1-7): pharmacology and new perspectives in cardiovascular treatments.
Cardiovasc. Drug Rev.,, New York, v. 25 n. 2, p. 162, 2007. Disponivel em:
http://onlinelibrary.wiley.com/enhanced/doi/10.1111/j.1527-3466.2007.00012.x/ Acesso em: 10 jan.
2014.

Vérias endopeptidases especificas de tecidos, como a neprilisina (NEP), thimet
oligopeptidase (TOP) e prolil oligopeptidase (POP), podem catalisar a hidrolise do
decapeptideo Ang | (Asp’-Arg®-Val*-Tyr*1le®>-His®-Pro’-Phe®-His®-Leu'®) na ligagdo Pro’-
Phe® para liberar os trés aminoacidos aminoterminais e Ang(1-7) (VARAGIC et al., 2007). A
neprilisina degrada o peptidio natriurético atrial, que é um vasodilatador, tentou-se criar um
anti-hipertensivo inibindo-se a neprilisina, mas essa estratégia nao foi efetiva (FAVRAT et
al., 1995), talvez pelo fato de a neprilisina ter uma elevada especificidade para a formacéo de
Ang(1-7), que também possui efeitos vasodilatadores, opostos aos da Ang Il. NEP também
degrada Ang(1-7) até Ang(1-4) (TURNER, 2003), e seu papel no SRA ainda deve ser
elucidado de maneira mais eficiente.

Recentemente, foi constatado que uma enzima homologa da ECA, a ECA2, é capaz de
fazer a converséo direta da Ang Il em Ang(1-7) (Figura 8). Como é uma carboxipeptidase, a

ECA2 é também capaz de converter Ang | em Ang-(1-9), que pode ser posteriormente


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2713173/
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/cdr.2007.25.issue-2/issuetoc
http://onlinelibrary.wiley.com/enhanced/doi/10.1111/j.1527-3466.2007.00012.x/
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metabolizada a Ang-(1-7) pela ACE (RICE et al., 2004). Foi constatado em camundongos
nocaute para a ECA2 o desenvolvimento de severa disfuncdo cardiaca, o que pode ser
explicado pelo fato de a ECAZ2 ter especificidade mais alta pela Ang Il, demonstrando com
isso a importancia do balanco entre Ang Il e Ang-(1-7) para a fungéo cardiaca, uma vez que a
Ang Il exerce um efeito modelador sobre o miocardio (CRACKOWER et al., 2002).

Além de clivar a bradicinina e acetil-Ser-Asp-Lys-Pro, a ECA também degrada Ang-
(1-7) (Asp*-Arg®-Val>-Tyr*-1le®-His®-Pro’), agindo na ligacdo lle>-His® para formar o
metabélito inativo Ang-(1-5) (ALLRED et al., 2000). A hidrélise da ligagdo Tyr*-1le® na Ang-
(1-7) pela neprilisina parece ser a via metabolica principal para a Ang-(1-7) no rim
(CHAPELL; ALLRED ; FERRARIO, 2001).

Outros peptideos, como a angiotensina 111 (Ang Il1) parecem exercer também fungdes
importantes no sistema renina-angiotensina. A Ang Il é um vasoconstrictor menos potente
que Ang Il e também estimula a liberacdo de aldosterona (LI et al., 1997).

A Ang | é convertida em outros peptideos, que ndo a Ang Il, por vias alternativas de
clivagem da mesma. Pelo fato de as pesquisas que investigaram as enzimas capazes de
degradar a Ang | terem sido quase que completamente baseadas em métodos baseados em
anticorpos para detectar Ang Il, tem-se muito pouco conhecimento acerca de outros
metabolitos que podem ser formados a partir de Ang | (VELEZ et al., 2009).

A neprilisina e a aminopeptidase-A tém acdo sobre a Ang | e foi recentemente
demonstrado que poddcitos de camundongo em cultura metabolizam a Ang | principalmente a
Ang(1-7) e Ang(2-10) através dessas duas enzimas (VELEZ et al., 2007).

A Ang IV parece exercer uma funcgdo paracrina, regulando o fluxo sanguineo local no
cortex renal de ratos (COLEMAN et al., 1998), e a Ang(2-10) parece ter efeitos opostos ao da
Ang Il (MIN; SIM; XU, 2000).

Tanto aminopeptidases quanto carboxipeptidades estdo envolvidas no metabolismo
das angiotensinas, e estas agem de maneira diferente, a depender do tecido em que se
encontram.  Aminopeptidases como  aspartil-aminopeptidase  (AspAP),  glutamil-
aminopeptidase (GIuAP), alanil-aminopeptidase (AlaAP) agem no RAS renal de
camundongos, em conjunto com as atividades de diferentes receptores de angiotensina, para
regular os niveis de diferentes tipos de angiotensinas, como Ang Il, Ang(2-10), Ang Il e Ang
IV (PRIETO et al., 2003). Na Figura 8, estd mostrado como essas diferentes angiotensinases

processam essas angiotensinas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Allred%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11369816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ferrario%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11369816

Figura 8 — A¢Oes de aminopeptidases no processamento de angiotensinas
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Fonte: Adaptado de: PRIETO, I. et al. Angiotensinase activities in the kidney of renovascular hypertensive rats.

Peptides, New York, v. 24, n. 5, p. 755-670, May, 2003.

peculiaridades em diversos tecidos diferentes (PEREIRA et al., 2012). Na Figura 9, temos 0s

Carboxipeptidases também atuam no processamento de angiotensinas, igualmente com

cromatogramas que revelam o comportamento de carboxipeptidases encontradas no leito

arterial mesentérico de ratos frente a diversas angiotensinas.

Figura 9 — Processamento de angiotensinas por carboxipeptidases encontradas no leito arterial
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Fonte: PEREIRA, H. J. et al. Carboxypeptidases Al and A2 from the perfusate of rat mesenteric arterial bed
differentially process angiotensin peptides. Peptides, New York, v. 33, n. 1, p. 67-76, Jan. 2012.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0196978111005122
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0196978111005122
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Explorar as atividades proteoliticas da peconha e do muco tegumentar do

Thalassophryne nattereri.
3.2 Especificos

e Caracterizar o perfil proteico quanto a massa e abundancia relativa das proteinas
presentes na peconha e no muco tegumentar do Thalassophryne nattereri através
de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE);

e Testar a atividade da peconha e do muco da superficie corpérea em substratos
cromogénicos;

e Testar a atividade proteolitica colagenésica da peconha e muco da superficie

corporea;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Extracao das amostras

4.1.1 Extracdo da peconha

Para a extracdo da peconha, usou-se uma ping¢a simples e uma pinca hemostatica. O
animal era retirado do gelo, com cuidado para que a bainha de pegonha ndo fosse rompida
precocemente, ocasionando a perda da amostra. Entdo, usava-se a pinca hemostatica para
remover o animal, normalmente através do pincamento de uma das nadadeiras. Com a pinga
hemostatica mantinha-se o peixe suspenso, preso pela mandibula, enquanto que com a pinga
comum, procurava-se romper a bainha de peconha, pingando-se o espiculo e repuxando a pele
que o cobre em direcdo a sua base, provocando o perfuramento da bainha (Figura 10), e

expulsdo da peconha em um tubo ja convenientemente posicionado.

Figura 10 — Extracao da peconha do T. nattereri

Fonte: Autor, 2013.

Nota: Os espinhos dorsais ja perfuraram a bainha da pegonha, e a pressdo exercida com a pinga faz com que a
peconha seja expelida através dos espinhos ocos.
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4.1.2 Extracdo do muco tegumentar

A extracdo do muco da superficie corporea foi realizada deslizando-se a pinga comum
sobre o corpo do animal enquanto este era mantido suspenso pela pinga hemostatica, como

descrito na extracdo da pegonha, e colocando-se 0 muco em um tubo.

4.2 Homogeneizagdo das amostras

4.2.1 Peconha

A peconha do do T. nattereri € uma secrecdo serosa, fluida o suficiente para ser
diluida em tampéo sem a necessidade de técnicas adicionais de homogeneizagdo. Apresenta
um certo turvamento algumas horas depois de extraida, com precipitacdo de granulos. A
amostra precisa ser centrifugada para atingir a homogeneidade quando ocorre essa

precipitacdo, o que diminui o seu teor proteico.
4.2.2 Muco tegumentar

O muco tegumentar é uma secrecdo de elevada viscosidade e capacidade de aderéncia,
que apresenta-se difusamente no corpo do T. nattereri, esses fatores associados fazem com
gue seja necessario homogeneizar o muco em um homogeneizador de tecidos. Foi feito um
pool dessa amostra, onde 0 muco extraido de todos os peixes foi juntado em um dnico tubo.
Apo6s homogeneizacgdo, esse tubo foi centrifugado a 10.000 rpm em uma centrifuga por 5

minutos e o sobrenadante retirado.

4.3 Ensaio de Bradford para quantificacéo de proteinas

Foi construida uma curva padrdo de albumina sérica bovina (ASB) com 5 pontos em
duplicata, com concentracdes de 5, 10, 15, 20 e 40 pg de ASB/mL. A solu¢do de Bradford foi
preparada com 50 mL de etanol a 95%, na qual foram diluidos 100 mg de azul brilhante de
Coomassie G-250. Essa solucdo foi adicionada a 100 mL de acido fosforico. Cada um dos
tubos de teste continha 250 plL desta solucdo. A quantidade de amostra usada para a

quantificagdo foi de 2 pL, que foi lida com o detector regulado para a leitura a 595 nm.
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4.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida

As amostras foram aplicadas em um gel com 12% de poliacrilamida (LAEMMLI,
1970). Foi usada uma cuba de eletroforese Miniprotean Bio Rad, com gel de 5 mL. Usou-se
solugdo 1500 uL de solugdo de acrilamida-bis-acrilamida (acrilamida 40%), 937,5 uL de
solugéo tris(hidroximetil)aminometano-HCI (tris-HC1) 2,0 M pH 8,8, 500 uL de solugdo de
dodecil sulfato de sédio (SDS) a 1%, 1562,5 uL de dgua deionizada, além de 250 pL de
solucdes catalizadoras: 250 pL de N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (temed) a 1% e 250 pL
de solucdo de persulfato de amonio a 5% para o gel inferior. O gel superior continha 600 puL
de solugdo de acrilamida 40%, 1000 pL de solucao tris-HC1 0,5 M pH 6,8, 400 uL. de solugao
SDS a 1%, 1600 pL de 4gua deionizada e 200 puL de cada uma das solu¢des dos catalisadores:

temed e persulfato de amonio. A eletroforese foi realizada a uma corrente constante de 10mA.
4.5 Zimografia em gel de poliacrilamida

Usou-se gel de poliacrilamida a 12% (LAEMMLI, 1970), com SDS e 0,2% de
colageno. A eletroforese foi executada em uma cuba uma corrente constante de 20 mA. O gel
recebeu entdo 5 banhos com uma solu¢do de triton X-100 a 2,5% para remover 0s tracos de
SDS, sem agitacdo. A solucéo foi trocada a cada 15 minutos, totalizando 1 hora e 15 minutos
de banho com a solucdo de triton X-100. Em seguida, lavou-se rapidamente com agua
destilada para retirar o excesso de triton X-100, o gel foi mergulhado em um tampéo de
reacdo, que consistiu em tris-HCI 50 mM, pH 8,1, e deixado durante toda a noite, a
temperatura ambiente. O gel foi corado com solucdo de azul brilhante de coomassie 0,2% por
2 horas, e descorado com solucdo descorante metanol 50%, acido acético 10%, até um ponto

em que as bandas claras ficassem bem evidentes.
4.6 Testes com substratos cromogénicos

As atividades semelhante a tripsina, semelhante a quimitripsina e semelhante a
elastase da pegonha e do muco tegumentar do T. nattereri foram testadas usando-se o0s
substratos cromogénicos BApNA, N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilida e N-succinil-
Ala-Ala-Pro-Leu p-nitroanilida, respectivamente (ANILKUMAR, 2008). O teste se deu com a
colocagdo de 5 pL de solugdo dos substratos cromogénicos BApNA a 50 mM e N-succinil-

Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilida e N-succinil-Ala-Ala-Pro-Leu p-nitroanilida a 100 mM cada
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em 490 pL de tampao tris-HCI 100mM, pH 8,1. Nesta solugéo resultante, foram colocados 5

uL de pegonha e do muco tegumentar, e esperou-se a formacgéo de alguma cor.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo do perfil proteico na peconha e no muco tegumentar do

Thalassophryne nattereri

Para caracterizar os perfis proteicos em ambas as preparacdes, procedeu-se uma
eletroforese em gel de poliacrilamida em condicBes desnaturantes e redutoras (Figura 11).
Vemos na canaleta indicada pelo nimero 1 um grande nimero de bandas presentes no muco
tegumentar, o que demonstra a complexidade dessa preparacdo. Na canaleta 2, ha uma
amostra do muco tegumentar que possui 77 ug de quantidade total de proteinas. Na canaleta
indicada na figura pelo numero 2, temos a peconha, com uma igual quantidade total de
proteinas. As secrecdes contém um alto teor de proteinas, em especial a peconha, que possui
concentragédo proteica de 55 mg/mL na amostra estudada. Podemos verificar que a amostra do
muco tegumentar possui algumas bandas em comum com a pegonha. A pegonha possui uma
complexidade menor, e uma maior presenca de proteinas/peptideos de menor peso molecular,
bandas com maior migracdo no gel de poliacrilamida. Essa presenca de peptideos na peconha
é um indicativo que suas acdes estejam mais relacionadas a acao direta de peptideos e nao da
acdo de proteases sobre peptideos enddgenos.

Devido a elevada concentracdo proteica, a secrecdo serosa da peconha foi diluida para
gue a canaleta indicada com o ndmero 2, na Figura 11, tivesse a mesma quantidade de

proteinas da canaleta com o muco tegumentar.
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Figura 11 — SDS-PAGE da pegonha e do muco tegumentar do T. nattereri. Canaletas 1 e 2
representam o0 muco tegumentar e apeconha, respectivamente, em quantidades
equivalentes de proteina total (77 ug em cada canaleta)
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49 kD
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Fonte: Autor, 2013.

5.2 Caracterizacdo das atividades colagenoliticas presentes na peconha e no muco
tegumentar do Thalassophryne nattereri

Uma importante atividade proteolitica é a degradacdo de colageno, (Figura 12).
Colagenase é uma das enzimas utilizadas no debridamento. Ela decompde as fibras de
coldgeno natural, que constituem o fundo da lesdo, por meio das quais os detritos
permanecem aderidos aos tecidos (OZCAN et al., 2002). Alguns autores citam que, além do
carater enzimatico, a colagenase demonstra uma acdo excitadora para o tecido de granulacéo,
com aceleragdo do seu crescimento e enchimento do vazio da lesdo, bem como sua
epitelizacdo, contribuindo assim para a cicatrizagdo (HATZ et al., 1994). A Figura 12 € uma
zimografia, onde observamos a degradacdo do colageno por um clareamento da regido onde a
proteina encontra-se imobilizada, separada por massa molecular no gel de poliacrilamida com

coléageno.
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Figura 12 — Zimografia da peconha e muco tegumentar

Fonte: Autor, 2013.

Nota: Zimografia em gel de poliacrilamida a 10%, com 0,2% de colageno. Analise das atividades colagenolitica
na secrecdo da pelo do Thalassophryne nattereri. 1- Controle, 2- muco tegumentar, 50 pg de proteina
total 3- pegonha, 150ug de proteina total. O gel foi corado com coomassie blue.

O controle (canaleta 1, Figura 12) € necessario para garantir que o clareamento se deve
a acdo enzimatica e ndo a nenhum efeito de matriz. Somente 0 muco tegumentar apresentou
atividade sobre o colageno (canaleta 2, Figura 12), a peconha (canaleta 3, Figura 12) néo
apresentou acdo nenhuma sobre o colageno, mesmo sendo usada uma quantidade total de
proteina 3 vezes maior (150 pg de proteina na peconha e 50 pug no muco tegumentar) e fica
evidente a presenca de proteinas, bandas escurecidas na canaleta. Vemos na canaleta 2, cinco
bandas com agéo colagenolitica, podendo refletir cinco proteinas com acao sobre o colageno
ou processamentos proteoliticos que alterariam a massa molecular das colagenases e
explicariam o padrdo em arraste, encontradas principalmente nas bandas de maior massa
molecular, mais altas no gel (menor migracao).

As colagenases normalmente sdo metaloproteinases, que sdo endopeptidases neutras
(ALA-AHO; KAHARI, 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ala-aho%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15781314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=K%C3%A4h%C3%A4ri%20VM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15781314
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5.3 Caracterizacdo das atividades proteoliticas frente a substratos cromogénicos

presentes na peconha e no muco tegumentar do Thalassophryne nattereri

Nenhuma atividade proteolitica sobre os substratos cromogénios foi detectada. Os
substratos cromogénicos utilizados para a determinacdo da atividade proteolitica foram os
seguintes: N-succinil-AAPF-pNA, N-succinil-AAPA-pNA, N-succinil-AAPL-pNA e Bapna.

Em todos os ensaios a concentracao dos substratos foi de 500 uM.
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6 CONCLUSAO

Concluimos que foram encontradas importantes atividades proteoliticas no muco
tegumentar do Thalassophryne nattereri. O muco tegumentar possui maior concentracdo de
proteinas totais, e € uma amostra de maior complexidade. A pegonha mostra-se com proteinas
menores, rica em peptidios e proteinas de baixo peso molecular. O muco tegumentar
apresenta importantes acfes colagenasicas, que sdo desempenhadas normalmente por
metaloproteinases e angiotensinasicas, que sdo atividades encontradas tanto em
endopeptidases neutras, como as metaloproteinases, quanto em aminopeptidases, como a
aspartil aminopeptidase em glutamil aminopeptidase. Isso significa que a peconha pode ter
endopeptidases neutras, reponsaveis por ambas as acdes, ou estas e as aminopeptidases, sendo
cada uma reponsavel por uma acdo diferente. Tanto a peconha quanto 0 muco nao apresentam
atividade semelhante a tripsina, a quimotripsina e a elastase, frente o resultado negativo de
atividade sobre os substratos cromogénicos BApNA, N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe p-
nitroanilida e N-succinil-Ala-Ala-Pro-Leu p-nitroanilida, respectivamente. Devemos nesse
ano aprofundar o estudo para caracterizar e isolar essas atividades apontadas nesse relatério
parcial, sendo assim possivel precisar a descricdo a natureza de cada uma dessas enzimas,
apontando se sdo analogas de enzimas ja conhecidas, como é possivel descrever até agora, ou
se sd0 novas enzimas.

A atividade colagenésica encontrada no muco tegumentar representa um avango na
caracterizacdo do repertdrio das proteases presentes nesta preparacdo. O reconhecimento de
novas atividades como a encontradas nessas preparagdes sao de vital importancia no aumento
do conhecimento do repertdrio de proteases, o que possibilita aplicacdes futuras em salde e

biotecnologia.
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