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Resumo

O peixe-escorpiao Scorpaena plumieri € um dos peixes mais venenosos do Oceano
Atlantico. Seu veneno causa sérios danos gerando efeitos locais e sistémicos como
intensa dor, edema, necrose, disturbios cardiovasculares e respiratérios. O objetivo
do presente trabalho foi investigar as atividades cardiovasculares in vitro do veneno do
peixe-escorpidao Scorpaena plumieri. Os efeitos da pegonha bruta (PB), sobre a
pressao ventricular esquerda maxima (PVEmax), sobre sua primeira derivada positiva
e primeira derivada negativa (+dP/dT e —dP/dt) e sobre a pressao de perfusao
coronariana (PPC), foram avaliados em coragbes isolados de ratos segundo a técnica
de Langendorff. A PB (5 - 80 ug de proteina) causou, de forma transiente e dose-
dependente, efeito inotropico positivo significativo (15% - 117%), lusitropico positivo
(17% - 161 %) e vasoconstritor (24%), N=8. Uma fragao cardiovascular (FC) foi
parcialmente purificada por cromatografia de filtracdo em gel Sephacryl S-200 HR.
Amostras de 1 a 7 ug de proteina da FC reproduziram os efeitos gerados pelo veneno
bruto. A FC causou efeito inotropico positivo (4,8% - 36,0%), lusitropico (8,2% - 37%) e
vasoconstritor sobre o leito coronariano (25%). N=7. Antagonistas de receptores a-
adrenérgico (prazosin) e R-adrenergico (propranolol) atenuaram significativamente
todas as respostas. O efeito vasoconstritor, € ndo os demais efeitos, foi reduzido pela
remogao quimica do endotélio. Os dados obtidos demonstram que o veneno bruto do
S. plumieri, assim como a FC induzem efeitos cardiovascular in vitro e sugerem que

estes sdo mediados pelo menos parcialmente, por receptores adrenérgicos.



Abstract

The scorpionfish Scorpaena plumieri is one of the most venomous fishes in the Atlantic
Ocean. Its venoms cause severe injuries leading to local and systemic effects, such as
intense pain, edema, necrosis and cardiovascular and respiratory disturbing. The aim
of the present study was to investigate the cardiovascular activity of Scorpaena
plumieri venom in vitro. The studies were performed on whole rat hearts using a
“Langendorff’ preparation for perfused isolated hearts. The crude venom (5 - 80 ug
protein) produced significant dose-dependent positive inotropic (15% - 117%),
lusitropic (16,9% - 161,4 %) and vasoconstriction responses (24%). N=8. Partial
purification of a cardiovascular active fraction from the venom extract was achieved by
gel filtration on a Sephacryl S-200 HR column. Samples of 1 to 7 ug protein of CF
reproduced the cardiovascular effects induced by crude venom on isolated hearts.
CF produced dose-dependent positive inotropic (4,8% - 36,0%), lusitropic (8,2% - 37%)
and vasoconstriction responses (25%). N=7. Prazosin and propranolol significantly
attenuated these responses. The coronary vasoconstriction response to CF was also
attenuated by chemical endothelium denudation. Data presented suggests that
Scorpaena plumieri venom acts, at least partially, via adrenergic receptors and so do

the cardiovascular fraction.



1 — INTRODUGAO

Os peixes constituem quase metade do nimero de vertebrados da terra
(Nelson, 1984); aproximadamente vinte duas mil espécies estdo contidas em 50
ordens e 445 familias (Russel, 1965). Ao longo do processo evolutivo das espécies,
diversos peixes peconhentos, desenvolveram taticas eficazes, incluindo as poderosas
peconhas. A producdo de veneno pelos animais aquaticos é uma importante estratégia
que os garante sobreviver em ecossistemas tdo competitivos, pois o veneno faz
desses animais eximios cagadores ou defensores muito bem sucedidos. Isso porque
as peconhas sdo capazes de atordoar, paralisar e matar suas presas ou maiores
predadores.

Dentre as espécies de peixes encontradas em ecossistemas de agua doce e
marinha um grande numero é venenoso. De acordo com Russel (1965) dentre estas,
apenas 200 eram reconhecidas como pecgonhentas. Entretanto, em um trabalho
recente de analise filogenética acredita-se que esse numero possa ultrapassar 1200 e
exceder o numero de serpentes peconhentas (Smith e Wheeler, 2006).

Os peixes venenosos marinhos estao classificados na ordem dos peixes-gato
(Siluriformes) e em seis ordens de peixes com espinhos raiados: Batrachoidiformes
(batrachoididae), Scorpaeniformes (Scorpaenoidei) e Perciformes (Acanthuroidei,
Blennioidei, Percoidei, Trachinoidei) (Halstead, 1966; Nelson, 1984; Church Hodgson,
2002). Os espécimes da subordem scorpaenoidei € o grupo dominante dentre os
peixes venenosos e possuem uma das historias naturais melhor documentadas, no
que se concerne a venomologia de peixes. Esta subordem é dividida em dois grupos:
os “sirobins” (inclui duas familias, triglidae e peristediidae) e os peixes-escorpiao e
seus parentes.

Os peixes-escorpido e seus parentes estdo classificados em doze familias:
Apstidae, Aploactinidae, Caracanthidae, Conggiopodidae, Gnathanacanthidae,

Neosebastidae, Pataecidae, Scorpaenidae, Sebastidae, Setarchidade, Synanceiidae e
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Tetrarogidae. Os individuos dessas familias possuem numerosos espinhos e
tamanhos corporais variados, que vao de 2 a 100 cm. Eles podem apresentar
coloragbes exuberantes e coloragbes que tendem a mimetizar o ambiente em que
vivem, como recifes de corais (Smith, 2003). Dentre essas doze familias, os
representantes das familias Scorpaenidae e Synanceiidae s&o os mais estudados.

Nessas familias, o peixe-pedra (Synanceja), o peixe-ledo (Pterois) e o
verdadeiro peixe-escorpiao (Scorpaena) provocam a maioria dos envenenamentos
severos em humanos. O peixe-pedra do oceano Pacifico e do oceano indico estdo
relacionados com uma série de mortes humanas devido as complicacdes causadas
pelos venenos. Os peixes-escorpido sdo os peixes mais venenosos do Atlantico e
frequentemente estao envolvidos em acidentes com humanos no Brasil (Haddad et al,
2003; 2004). Segundo o Catalogo das Espécies de Peixes Marinhos e de Agua Doce
do Brasil (Buckup e Menezes, 2003) vinte espécies da familia Scorpaenidae sao
encontradas na costa brasileira.

Em meio as espécies pertencentes a familia Scorpaenidae, as mais ocorrentes
no litoral brasileiro sdo: Scorpaena plumieri Bloch, 1789 (peixe-escorpido preto) e
Scorpaena brasiliensis Cuvier, 1829 (peixe-escorpiao vermelho) (Figueiredo e
Menezes, 1980; Carvalho-Filho, 1999). Essas duas espécies sao distinguidas pela
coloragao da regido axilar das nadadeiras peitorais. O S. brasiliensis apresenta pontos
negros sobre fundo branco ja a espécie S. plumieri, cuja pegonha é objeto de nosso
estudo, possui pontos brancos sobre fundo negro (figura 1).

Essas espécies sao caracteristicas de aguas tropicais, costeiras e rasas, com
fundo coralino ou rochoso. Apresentam habitos bentdnicos, vivendo junto ao fundo das
costas, sdo solitarios e territorialistas, nadam pouco e costumam ficar parados
mimetizando o ambiente. O aparato de veneno dos peixes-escorpidao Scorpaena
consiste de treze espinhos dorsais, dois pélvicos e trés anais (Moyle e Cech, 1996) Os
espinhos sao grandes, fortes e pontudos e cobertos por uma bainha tegumentar

moderadamente grossa. As glandulas veneniferas sdo encontradas nas cavidades
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antero-laterais destes espinhos, em uma camada alongada e fusiforme de tecido

acinzentado (Haddad, 2000; Russel, 1965). (Figura 2)

Figura 1. Peixe-escorpiao Scorpaena plumieri. (a) vista lateral de um exemplar
coletado na ilha de Vitéria — ES, com espinhos dorsais eretos, (b) apomorfia da
espécie: manchas brancas sobre coloracdo negra na regido axilar das nadadeiras
peitorais, (c) nadadeira anal e espinhos anais. manchas brancas sobre coloragcao
negra na regido axilar das nadadeiras peitorais, as quais sao caracteristicas desta
espécie. Figuras cedidas pelo Ms. Filipe Andrich.
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Figura 2 Aparato peconhento do peixe-escorpido Scorpaena plumieri. a) espinhos
dorsais envolvidos por membranas tegumentares. (b) espinhos dissecados mostrando
o tecido cinzento no qual se encontram as glandulas produtoras da pegonha. Fonte:
Haddad jr., 2000.

Os peixes-escorpiao utilizam sua pegonha com o propésito de defesa (Gwee et
al, 1994; Church e Hodgson, 2002) e o envenenamento ocorre por pressao mecanica
ao pisar ou tocar o peixe.

Os espinhos tornam-se eretos, perfuram os tecidos da vitima e a bainha

tegumentada é rompida ou deslocada para baixo, permitindo que a pegonha penetre



13

no ferimento (Gwee et al , 1994; Haddad et al 2003, Halstead, 1951; Roche and
Halstead, 1972; Russel, 1965; Schaeffer et al 1971). Os sintomas do envenenamento
provocado por esses peixes incluem, em geral, manifestacdes locais e sistémicas,
com dor, edema, eritema e necrose, febre, sudorese, agitagcao, diarréia e disturbios
respiratorios (Haddad et al, 2003; Kizer et al, 1985). Entretanto, o principal efeito
destas peconhas é sobre o sistema cardiovascular e neuromuscular, levando a
alteragdes eletrocardiograficas e profundas alteragdes in vivo e in vitro (Calrson et al,
1971; Church and Hodgson, 2002b; Carrijo et al., 2005; Gwee et al, 1994;).

O tratamento mais efetivo no alivio dos sintomas de envenenamento por peixes
peconhentos da familia Scorpaenidae é a imersdo do membro afetado em agua
quente (aproximadamente 45°C) por trinta a noventa minutos (Church e Hodgson,
2002a; Haddad et al 2003). As vezes, faz-se necessario o uso de infiltragdes
anestésicas ou mesmo opiaceos. Apesar do calor amenizar os sintomas promovendo
vasodilatacdo e dissipacado do veneno do local afetado, o alivio € também um forte
indicio da labilidade destas pegonhas as mudancgas de temperatura (Haddad, 2000).

Assim como as peconhas dos animais terrestres, as de peixes apresentam
uma enorme diversidade estrutural quanto farmacoldgica incluindo enzimas,
peptideos, proteinas, aminas biogénicas e outras substincias desconhecidas.
(Conceigao et al, 2006; Magalhaes et al, 2006; Russell, 1971; Smith e Wheeler, 2006).

A identificagdo e purificacdo de novos compostos presentes em pegonhas,
apresentam grande interesse, pois, além de possibilitar o estudo da sintomatologia
decorrente de acidentes por esses animais, também auxilia na compreensao dos
mecanismos de acdo envolvidos em seus efeitos e das respostas fisioldgicas
relacionadas, abrindo perspectiva na terapéutica dos acidentes. Além disso, a
determinacgao da estrutura e fungao destas moléculas pode originar modelos de novos
compostos com possibilidade de patenteamento, o que tem sido amplamente utilizado

por companhias de bioprospecgao.
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Enquanto que as propriedades dos venenos produzidos por animais terrestres
sdo extensamente investigadas, poucas pesquisas estdo sendo realizadas com
peconhas de peixes marinhos. Isso se deve, comumente, a grande dificuldade de
obtengdo do animal, estocagem do veneno e principalmente a sua extrema labilidade
(Schaeffer et al., 1971; Church and Hodgson, 2002a).

Fatores como pH, temperatura, congelamento/descongelamento, liofilizacado e
diluicbes afetam as propriedades biolégicas dos venenos durante seu
armazenamento. A instabilidade pode ser associada a presenga de um grande numero
de enzimas proteoliticas nestas pegonhas, que podem hidrolisar outras proteinas
bioativas. A presenca de proteinas de alta massa molecular, as quais sdo mais
suscetiveis a desnaturagao, também parece estar relacionada com a volubilidade dos
venenos de peixes (Carrijo et al, 2005; Church e Hodgson, 2002a).

Entretanto alguns trabalhos descrevem que a estabilidade de atividades
farmacologicas de pegonhas de peixes pode ser conseguida pela adigdo de glicerol
(10%), armazenamento a baixas temperaturas -70 ou a -196° C ou por precipitacao
com sulfato de aménio (Carrijo et al, 2005; Chhatwal et al, 1992; Church e Hodgson,
2002b; Saunders et al, 1962).

A maioria dos estudos descrevendo as propriedades biologicas e quimicas dos
venenos de peixes sao essencialmente focados no peixe-pedra (Synaceja trachynis;
Sinaceja horrida; Sinanceja vessucoa) (Saunders, 1959; Austin et al., 1961; Saunders
et al., 1962; Low et al., 1990; Kreger, 1991; Poh et al., 1991; Kreger et al., 1993;
Hopkins et al., 1994; Garnier et al., 1995; Church and Hodgson, 2000a,b, Liew et al,
2007, Wang et al, 2007) e no peixe-ledo (Pterois volitans) (Saunders, 1959;
Choromansky et al., 1984; Nair et al., 1985; Cohen and Olek, 1989; Church and
Hodgson, 2002b).

Devido a instabilidade, ndo se tem obtido éxito nas tentativas de purificagdo de

toxinas/proteinas de peconhas de peixes, somente poucas tem sido isoladas. A tabela
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1 mostra as proteinas ja isoladas de peixes, como também informacdes estruturais e
farmacologicas destas proteinas.

Toxinas multifuncionais de alta massa molecular (~ 150kDa) foram purificadas
de venenos de peixes-pedra (Tabela 1). Atividades letais, citoliticas, neurotoxicas,
cardiotdxicas, edematogénicas, e hemoliticas tem sido descritas para estas toxinas
(Chhatwal e Dreyer, 1992; Hanh e O’Connor, 2000; Colassante et al, 1996; Garnier et
al, 1995; Poh et al, 1991). A stonustoxina (SNTX — Stonefish National University of
Singapore), a traquinilisina (TLY), a verrucotoxina (VTX) e a neoverrucotoxina
(NeoVTX) foram isoladas da pegonha dos peixes-pedra S. horrida, S. trachynis e S.
verrucosa. Estas sdo as toxinas mais estudadas de pegonhas de peixes e poucas
caracteristicas estruturais e propriedades farmacolégicas foram descritas (Kreger,
1991; Poh et al, 1991; Garnier et al, 1995; Ghadessy et al, 1996; Colasante et al, 1996
Garnier et al, 1997)

A primeira toxina purificada de peconha de peixe e melhor caracterizada em
nivel molecular foi a SNTX. Essa toxina letal (DLsy 17 ng/g i.v em camundongo) é
constituida de duas subunidades, uma de 71 kDA (o subunidade) e uma de 79 kDa
(subunidade B) associadas por interagdes nao covalentes (Poh et al 1991, Ghadessy
et al 1996) e possui implicagdes cardiovasculares, hemoliticas, neuromuscular,
nociceptiva e edematogénica. A intensa hipotensao é considerada a causa primaria da
morte atribuida a essa toxina (Khoo et al 1992, Low et al 1993, 1994). Esse efeito
parece estar relacionado com as células endoteliais vasculares e liberagao de oxido
nitrico, juntamente com ativagdo de canais de potassio que causam vasorelaxamento
(Sung et al 2002).

A TLY também é composta por duas subunidades (o de 76 KDa e  de 83
KDa) e possui massa molecular semelhante a SNTX. TLY possui atividade
cardiovascular, hemolitica, neuromuscular e edematogénica. A atividade hemolitica da

SNTX e TLY é atribuida a formagao de poros na membrana dos eritrécitos (Chen et al,
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1997). A neoVTX também é uma proteina dimérica (Ueda et al, 2006), entretanto, a
VTX é uma glicoproteina tetramérica formada por duas subunidades o (83000 Da) e
duas subunidades B (78000 Da). A NeoVTX e a VTX exercem efeitos
cardiovasculares, hemoliticos e também sao letais (Garnier et al, 1995, 1997).

Toxinas com atividades cardiovascular e hemolitica foram isoladas também de
outros peixes (tabela 1). A dracotoxina, isolada da peconha de Trachinus draco, a
trachinina, isolado do Trachinus vipera, afetam o sistema neuromuscular, e sao
altamente hemoliticas para eritrécitos de coelho (Chhatwal e Dreyer 1992). A toxina
P-C, isolada do Plotosus canius, além de afetar o sistema neuromuscular, atua sobre o
sistema cardiovascular e também possui agdo hemolitica (Auddy et al, 1994, 1995).

Como mostrado na tabela 1, toxinas com outras atividades também tem sido
isoladas de pegonhas de peixes. Um peptideo, o FV (7,6 kDa), com atividade anti-
tumoral, anti-metastatica e hepatoprotetiva foi purificado da peconha do Pterois
volitans (Sri Balasubashini et al, 2006). Duas miotoxinas, a TmC4 - 7.2 e a AS-HT de
18 KDa, foram purificadas de T. maculosa (Sosa-Rosales et al, 2005a) e do
Scatophagus canius, respectivamente. Essas toxinas possuem, além da atividade
muscular, atividade hemorragica e nociceptiva (Karmakar et al, 2004).

Adicionalmente as toxinas listadas acima, algumas atividades enzimaticas sao
encontradas nas pegonhas de peixes. A enzima proteolitica Sp-GP, (80 KDa) e a
hialuronidase SP-H, (76 KDa) ja foram purificadas do veneno do peixe-escorpido S.
plumieri (Carrijo et al, 2005, Cassoli, 2008). A presenca de proteases e hialuronidases,
como observada no veneno do peixe-escorpido, podem estar relacionadas com alguns
dos efeitos locais observados nas vitimas de envenenamento, como dor intensa,
edema, eritrema e necrose. Essas enzimas sao consideradas importantes fatores de
dispersdo, capazes de hidrolisar constituintes da matriz extracelular de tecidos

conectivos.
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Familia Espécie LDso da Toxina Aspectos estruturais Atividade Referencias
peconha em purificada
camundogo
Synanceiida Synanceja horrida 300 ng/kg Stonustoxin 148 kDa composta por duas Toxina letal Khoo et al,
e (i.v.) a subunidades Cardiovascular, hemolitica, 1991
0.36 ng/kg (SNTX) a (71 kDa) ep (79 kDa), pl 6.9 neuromuscular, Low et al,
(i.v.) nociceptiva, edematogenica. 1994; 1993.
1.6 ng/g (i.p.) Poh et al,
1991
SFHYA1 52 kDa Glicoproteina, pl 9.2 Hialuronidasica
Poh et al,
1992, Ng et
al, 1995
Synanceja trachynis 1.6 mg/kg Trachynilysi 158 kDa composta por duas Toxina letal Kregeer,
(i.p.) na subunidades Cardiovascular, hemolytic, 1991; et
(TLY) a (76 kDa) e B (83 kDa), pl 5.7 neuromuscular, edematogenic. al,1997.
Colassante
et al 1996
Synanceja verrucosa 2.5 ug/g (i.v.)  Verrucotoxi 322 KDa composta por duas Toxina letal - LD50 < 40 ng/g (i.v. Garnier et
na subunidades mouse). al, 1995
(VTX) 2a (83 kDa) e 2p (78 kDa) Cardiovascular, hemolitica.
Glycoprotein
Ueda et al,
Neoverruco 166 kDa composta por duas Toxina letal 2006
toxina subunidades hemolitica
(neoVTX) a (75 kDa) e B (80 kDa)
Scorpaenida  Pterois volitans 42.5 nglkg peptideo 7.6 kDa Indutor seletivo de apoptose em Balasubashi
e (i-p.) Fv células neo-plasicas. netal,
. 2006.
Scorpaena plumieri 0.28 mg/kg Sp-GP 80 kDa Proteolitica (Gelatinolitica). Carrijo et al,
(i.v.) 2005
Sp-H 76.92 kDa , Glicoproteina Hialuronidasica
Cassoli,
2008
Trachinidae Trachinus draco 1.8 ug/g (i.v.)  Dracotoxina 105 kDa Toxina letal Chhatwal, I.,
hemolitica, neuromuscular Dreyer;
1992
- Perriere et
Trachinine 324 kDa composta por duas Toxina letal al, 1988
subunidades
(81 kDa) cada
- Hahn e
Tetrarogida Notesthes robusta Nocitoxina 170 kDa Nociceptiva. O’Connor,
e 200
Plotosidae Plotosus canius 3.9 mg/kg Toxina-PC 15 kDa Toxina letal Auddy et al,
(i.p.) Cardiotoxica, hemolitica, 1995; 1998
neuromuscular.
Scatophagid  Scatophagus argus 9.3 mg/kg SA-HT 18 kDa Neuromuscular, hemorrhagica, Karmakar et
ae (i.v.) nociceptive, edematogenica al, 2004;
9.8 mg/kg Muhuri et al
(i.p.) 2005
Batrachoidid  Thalassophryne 4.93 mg/kg TmC4-47.2 15,161 Da Neuromuscular, miotéxica Sosa-
ae maculosa (i.p.) 15,154 Da Rosales et
al, 2005b
Thalassophryne 4.54 mg/kg Familia ~ 35 - 38kDa Proteolitica Magalhées
nattereri (i.p.) Natterin Edematogenica, Nociceptiva et al, 2005;
1,2,3,4 Lopes-
Ferreira
1998; 2004.

Tabela do capitulo “Fish venoms a brief overview” (do livro Toxins:State of the art. Perspectives

on Health and Biotechonology) cedida pela Prof® Suely Gomes de Figueiredo.



18

O numero de diferentes componentes encontrados nos venenos de peixes e
aqui listados evidencia a grande complexidade associada as suas atividades
farmacoldgicas. Os resultados de estudos clinicos, farmacolégicos e bioquimicos
indicam que os venenos de peixes causam além dos efeitos locais, liberacdo de
neurotransmissores, despolarizacdo de células neurais, perda do controle motor,
hipotensao, parada cardiaca e respiratéria, evidenciando o efeito letal dos venenos.

Estudos sobre a letalidade e toxicidade do veneno bruto de diversos peixes
demonstram uma intensa variedade entre os espécimes. Os venenos dos peixes-
pedra sdo altamente potentes quando comparados aos venenos do peixe-escorpiao e
peixe-ledo Tabela 1, (Ohsaka, 1979).

Outra atividade significativa induzida por venenos de peixes € a resposta
inflamatoria. Lopes-Ferreira et al, 2004, demonstraram que a pegonha Thalasophryne.
Nattereriinduz uma resposta inflamatéria local aguda com liberacao de citocinas (TNF-
a, IL-Ib e IL-6). Esta resposta foi resistente a antiinflamatérios convencionais
(indometacina e a dexametasona). Entretanto os sintomas inflamatérios (dor e edema)
foram reduzidos por inibidor da calicreina tecidual, demonstrando o envolvimento da
atividade semelhante a calicreina nesta resposta. Estes autores sugerem que esta
ultima observacao deve ser considerada para tratamentos efetivos em acidentes com
humanos (Lopes-Ferreira, et al, 2004).

Estudos histologicos realizados utilizando o musculo gastrocnémico de
camundongos demonstraram que as peg¢onhas dos peixes Thalasophryne. nattereri e
maculosa acarretam alteragdes locais como necrose, presenga de trombina, infiltracao
de leucdcitos polimorfonucleares e macréfagos. Depésitos de fibrina e formagao de
trombos, seguido de estase venular e arteriolar também foram observados pela
administracdo destes venenos (Lopes-Ferreira et al, 2002; Pareja-Santos et al 2008;
Sosa-Rosales et al 2005a).

Resposta inflamatéria semelhante a induzida pelo T. nattereri foi descrita no

envenenamento pelo peixe-gato Cathorops spixii (Junqueira et al, 2007). Esses
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autores demonstram que a resposta inflamatéria induz infiltragcdo de neutrdfilos e
macrofagos na cavidade peritoneal de camundongos.

A atividade inflamatéria dos venenos dos peixes Potamotrygon scobina e P.
orbignyi foi descrita por Magalhaes e colaboradores (2006). Esses autores descrevem
que o envenenamento por esses peixes induz também respostas edematogénica e
nociceptiva, os quais apresentaram um aumento da infiltragao leucocitaria e de células
aderentes ao endotélio do musculo cremaster apos a aplicagao do veneno. A necrose
induzida por ambos os venenos € mais vigorosa quando seus respectivos mucos
também séo inoculados. Esse fato indica que as proteinas presentes no muco epitelial
sinergizam o efeito da toxina presente no veneno.

Respostas inflamatdrias sistémicas foram recentemente descritas no
envenenamento pelo peixe-escorpidao S. plumieri. O veneno desse peixe induz
resposta sistémica acompanhada de edema alveolar e inflamacdo neutrofilica.
(Boletini-Santos et al, 2008).

Algumas proteinas alginicas envolvidas na resposta inflamatéria ja foram
purificadas de venenos de determinados peixes (tabela 1). A nocitoxina, purificada do
Notesthas robusta, é a toxina responsavel por grande parte da dor induzida por esse
veneno. Ela é uma proteina monomérica com 169.8-174.5 KDa e possui potencial para
uso em pesquisas clinicas sobre a dor (Hahn e O’connor, 2000; O’connor e Hahn,
2004). A AS-HT, uma toxina hemorragica de 18KDa, também apresenta atividade
nociceptiva e edematogénica. Essa toxina foi isolada do peixe Scatophagus argos da
familia Scatofagidae (Karmaka et al, 2004).

Adicionalmente as respostas inflamatdrias, alguns sintomas clinicos
observados apds o envenenamento por peixes demonstram evidencias de atividade
neurotdxica destes venenos. Muitos sintomas neurotdxicos, incluindo paralisia dos
membros, fraqueza muscular, cessagdo respiratoria, piloerecdo, movimentos
rotacionais e convulsdes violentas sdo observados quando os venenos dos peixes P.

volitans, S. plumieri, T. nattereri, G. marmoratus, P. lineatus, S. traxynis e S. verrucosa
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sdo administrados em animais experimentais (Schaeffer et al, 1971; Nair et al, 1985;
Carrijo et al, 2005; Lopes-Ferreira et al, 1998; Breton et al, 2002).

O veneno do peixe T. draco causa despolarizagdo da membrana celular no
cortex cerebral de ratos. Essa acao € exacerbada na presenca de calcio extracelular,
entretanto, esse efeito ndo € afetado pela elevacao de potassio extracelular e parece
ser resistente ao bloqueio do canal de K+ e de Na+.

A atividade neuromuscular do veneno de S. frachynis foi caracterizada por
microscopia eletrénica e por estudos eletrofisioldgicos em musculo isolado de ra.
Baixas concentracbes do veneno atuam pré-sinapticamente causando a liberagcao e
deplecdo dos neurotransmissores do terminal nervoso. Essa resposta, além de
requerer a presenga de Ca?+ ou Mg?+, € resistente a tetrodoxina e a neurotoxina
botulinica, indicando que a liberagdo de acetilcolina é através de um mecanismo que
nao envolve exocitose. Contudo, altas concentragcdes do veneno atuam poés- e pré-
sinapticamente causando despolarizagao irreversivel da membrana muscular e
mudancgas patolégicas acompanhadas de prejuizo aos terminais nervosos e as fibras
musculares (Kreger et al, 1993).

A atividade neuromuscular também foi demonstrada na pecgonha de peixes-
pedras. Hopkins e colaboradores (1994) usando o veneno do peixe-pedra (S.
trachynis) sugeriram que esta pegonha induz a liberagcéo de acetilcolina, substancia P
e produtos da ciclo-oxigenase ou contém componentes que atuam diretamente nos
receptores dessas moléculas. Foi demonstrado, também que o veneno do S. horrida
pode estimular a liberagédo de acetilcolina no cérebro de ratos além de afetar a sintese
de neurotransmissores inibindo a recaptagdo dos precursores dessas substancias
(Khoo et al, 1992).

Entretanto, grande parte dos efeitos neurotdxicos observados em
camundongos apods a injegao intracraniana do veneno do peixe-pedra S. verrucosa

parece nao envolver as vias adrenérgicas ou colinérgicas. Além disso, os autores
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mostram que a VTX, purificada dessa pegonha, nao participa desses efeitos
neurotéxicos (Breton et al, 2002).

Estudos com a pegonha dos peixes G. marmoratus, P. volitans e S. trachynis
revelam atividades neuromusculares pronunciadas. A atividade neuromuscular do
veneno do G. marmoratus envolve a participacdo dos receptores muscarinicos e o
veneno do peixe-ledo P. volitans e do peixe-pedra S. trachynis bloqueiam a
transmissdo neuromuscular. Esses resultados sugerem que a atividade
neuromuscular seja mediada pela presenga ou pela capacidade de liberacdo de
neurotransmissores desses venenos (Cohen e Olek, 1989; Kreger at al, 1993;
Colasante et al, 1996; Church et al, 2003).

A despolarizagao da membrana celular é atribuida aos efeitos do veneno bruto
do peixe T. maculosa. A tmc4-47.2, uma toxina purificada desse veneno, parece
apresentar seletividade pelo musculo esquelético e promover ativacao de canais de
calcio também em terminacdes nervosas (Sosa-Rosales et al, 2005a).

Outra propriedade, além dos efeitos neuromusculares, induzido por venenos de
peixes € a marcante atividade hemolitica in vitro, comum a quase todos os venenos.
Um potente efeito citolitico sobre eritrécitos ja foi demonstrado para o veneno dos
peixes S. verrucosa, T. draco, S. plumieri, T. nattereri, P. volitans. (Chhatwal e Dreyer,
1992; Kreger, 1991; Poh et al, 1991; Carrijo et al, 2005). Essa atividade hemolitica
parece ser especifica para eritrocitos de coelho. Os eritrdcitos humanos, de porco e
frango séo totalmente resistentes, e sobre eritrécitos de camundongos fraca acgéo
hemolitica € observada (Chhatwal e Dreyer, 1992; Kreger, 1991). Devido a auséncia
de atividade fosfolipasica (A2) nesses venenos, a atividade hemolitica pode ser
devida a uma hemdlise direta (Khoo et al, 1992). E sugerido para agédo hemolitica do
veneno do T. draco a ligagao do componente hemolitico a uma proteina receptora na
superficie dos eritrécitos (Chhatwal e Dreyer, 1992)

Alguns trabalhos demonstram que o0s venenos de peixes possuem acao

citolitica também em outros tipos celulares. O veneno do peixe-gato P. lineatus, &
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citotoxico para varios tipos celulares, incluindo as células tumorais Ehrlich ascitis, que
sdo modelo comum de crescimento tumoral (Fahim et al, 1996). Os venenos do peixe-
escorpiao Hypodytes rubripinnis e do peixe-pedra S. verrusa apresentam atividade
mitogénica e citotoxica sobre células esplénicas e leucémicas P388 de murinos (Satoh
et al, 2002). O efeito anti-cancer in vivo foi demonstrado pela primeira vez por Sri
Balasubashini et al (2006a). Esses autores demonstraram efeitos antitumorais
hepatoprotetivo e antimetastatico do veneno do peixe-ledo (P. volitans). Esse veneno
induz a apoptose no carcinoma de Ehrlich ascitis, ativando a caspase-3 a qual foi
evidenciada por fragmentagéo nuclear. Um peptideo purificado a partir desse veneno
apresenta atividade anti-proliferativa em cultura de células HEP2 e HELA (Sri
Balasubashini et al, 2006b)

Recentemente foi demonstrado que o veneno do peixe-escorpido S. plumieri
também possui um potente efeito antitumoral em cultura de células de glioblastoma e
de carcinoma de Ehrlich ascitis de forma dose dependente. O veneno reduz
significativamente o metabolismo induzindo disturbios morfolégicos como a redugao do
volume citoplasmatico e arredondamento da forma celular. Em altas concentragdes o
veneno também inibe a adeséo e proliferagéo celular. Esses resultados sugerem que o
efeito antitumoral induzido por esse veneno deve estar associado a capacidade de
induzir apoptose. Esses dados indicam o potencial biotecnolégico de venenos de
peixes como fontes de protétipos farmacolégicos (Soprani, 2008).

A atividade cardiovascular certamente é o efeito dominante e mais potente das
peconhas de peixes e historicamente tem sido o objeto de estudo da maioria dos
trabalhos. Estudos in vivo revelam que os venenos dos peixes produzem, em sua
maioria, efeito bifasico consistindo de resposta depressora seguida de resposta
pressora. Geralmente a resposta depressora € atribuida a vasodilatagao periférica e a
pressora atribuida a diferentes mecanismos (Church e Hosgson, 2002a).

O veneno do peixe-gato H.fossilis produz resposta hipotensiva, a qual nao foi

afetada por bloqueio dos receptores muscarinicos e histaminicos (Datta et al, 1982). O
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mesmo efeito é gerado pelo veneno do peixe P.motoro, entretanto, esse efeito é
atribuido a ativagdo de receptores muscarinicos e intensa vasodilatagdo periférica
(Rodrigues et a, 1972). O veneno do peixe-ledo P. volitans também produz resposta
hipotensiva, relacionada com a formagdo de NO e ativacdo de receptores
muscarinicos, em coelhos (Church e Hodgson, 2000c).

Entretanto o veneno do peixe-pedra (S. frachynis) produz hipertensdo em
coelhos e ratos anestesiados. Essa resposta é bifasica, constituida de uma resposta
pressora menor, seguida de outra resposta maior e sustentada. A primeira fase da
resposta € atenuada por bloqueadores dos receptores adrenérgicos, mas o0s
mecanismos envolvidos na segunda fase da resposta ainda nao foram esclarecidos
(Hopkins et al, 1996). Entretanto, esses resultados foram atribuidos a utilizagédo do
veneno degradado, e experimentos posteriores com o veneno “in natura” do peixe S.
trachynis demonstraram que a primeira fase da resposta é constituida de resposta
hipotensora (Hopins et al, 1996, Church e Hodgson, 2000a). Contudo, em cachorros
anestesiados o veneno do S. frachynis induziu primeiro uma resposta hipertensora
para depois induzir a resposta hipotensora (Weiner, 1959). Estudos com veneno do
peixe-pedra de outra espécie (S. horrida) também demonstram resposta hipertensora
seguida de resposta hipotensora (Austin et al, 1961). Entretanto, um efeito hipotensor
sozinho também ja foi documentado in vivo (Saunders, 1959). As toxinas SNTX e
VNTX também produzem hipotensao in vivo (Garnier et al, 1995).

O veneno do peixe T. draco também produz hipotensdo dose-dependente em
ratos anestesiados (Saunders, 1959; Russell e Emery, 1960). Entretanto, doses
subletais do veneno desse peixe produzem resposta bifasica consistindo de uma
resposta transiente hipertensora seguida de resposta hipotensora sustentada em
gatos anestesiados (Russel e Emery, 1960).

Uma resposta bifasica também é vista em estudos que utilizam o veneno do
peixe G. marmoratus (Hopikns e Hogson, 1998). A fase hipotensora nao foi alterada

pela atropina, entretanto, foi atenuada pelo bloqueio da producao de NO e da acao da
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ciclooxigenase, evidenciando a participacdo da vasodilatagdo periférica na resposta.
Por outro lado, os mecanismos envolvidos na fase hipertensora ndo foram elucidados
(Hopins e Hogson, 1998).

O veneno do peixe-escorpido (S. guttata) também gera resposta bifasica em
coelhos, gatos, e cachorros. Porém, a atropina é eficiente no bloqueio da fase
hipotensora (Calrson et al, 1973). Resultados preliminares do Laboratério de Quimica
de Proteinas demonstraram que o envenenamento pelo peixe-escorpido S. plumieri
induz uma queda abrupta na pressédo sanguinea e diminui a freqiiéncia cardiaca em
ratos. Sendo que altas doses levam a parada respiratéria e a parada cardiaca (Carrijo
et al, 2005).

Existem poucos estudos sobre a pegonha de peixes-escorpido na literatura. Os
trabalhos existentes demonstram algumas propriedades quimicas, farmacologicas,
efeitos inflamatdrios, cardiovasculares e a letalidade desses venenos (Boletini-Santos
et al, 2008; Carlson et al., 1971, 1973; Carrijo et al, 2005; Schaeffer et al., 1971).
Assim, ainda ndo se sabe se os efeitos cardiovasculares observados in vivo atribuidos
ao veneno do S. plumieri sao gerados apenas pela agao direta do veneno sobre o
sistema cardiovascular, ou se o impacto da extrema dor e sofrimento, apés o
envenenamento contribui para os sintomas cardiovasculares apresentados pelas
vitimas.

O presente estudo, portanto, objetiva caracterizar e documentar, pela primeira
vez, os efeitos da peconha do peixe-escorpido Scorpaena plumieri diretamente sobre
0 coragdo, bem como purificar parcialmente a fragdo protéica responsavel pela

atividade cardiovascular desta pegonha.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

Estudar e caracterizar os efeitos cardiacos “in vitro” induzidos pelo veneno do

peixe-escorpido (Scorpaena plumieri), sobre coragdes isolados de ratos.

2.2 — Objetivos especificos

Investigar e caracterizar os efeitos da peconha bruta do peixe-escorpido
Scorpaena plumieri sobre coragoes isolados de ratos.

Purificar parcialmente a fracdo protéica com atividade cardiovascular da
peconha do peixe-escorpiao S. plumieri

Verificar a participagéo dos receptores adrenérgicos na agao da pegonha bruta
S. plumieri e da fragao purificada sobre coragdes isolados de ratos

Avaliar a participagao do endotélio na atividade da fragédo protéica do veneno S.
plumieri sobre o leito vascular coronariano de ratos

Avaliar a participagao dos produtos da ciclooxigenase na agdo do veneno S.

plumieri
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Peixes

Foram utilizados exemplares de peixe-escorpiao (Scorpaena plumieri)
capturados por mergulhadores licenciados pelo IBAMA com auxilio de pu¢a manual. A
captura foi realizada em locais de aguas rasas, proximos de rochas e recifes de coral
no litoral de Aracruz do estado do Espirito Santo. Os animais foram mantidos em
aquario com agua marinha e suprimento adequado de oxigénio até sua identificagao.
A identificagao foi realizada pela observagcao de manchas brancas sobre a coloragao
negra na regido axilar das nadadeiras peitorais, que sdo caracteristicas desta espécie

(Figueiredo e Menezes, 1980).

Ratos

Foram utilizados ratos Wistar machos com aproximadamente trés meses de
idade (250-300g) obtidos do Biotério de Pesquisa da Universidade Federal do Espirito
Santo. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com o recomendado pelo
COBEA e certificado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFES). Os
animais foram mantidos sob temperatura e umidade controladas, em uma sala

iluminada 12h por dia, sendo que o0 acesso a ragao e agua foi livre.

3.2. Extragao da pe¢onha

A pecgonha foi extraida de espécimes selvagens de S. plumieri, de acordo com
o0 método de batch previamente descrito por Schaeffer et al. (1971). Os espinhos
dorsais e anais foram removidos dos peixes previamente anestesiados por
resfriamento (- 20 °C), triturados e seus conteudos foram solubilizados em agua

destilada a 4 °C. A suspenséo foi centrifugada por 15 minutos a 4°C/15.000 g com o
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objetivo de remover o material insolivel. O extrato (veneno bruto) foi congelado em
nitrogénio liquido, por ndo mais que 20 dias e utilizado nos experimentos. Trés ou
quatro peixes foram utilizados em cada extragdo. Os passos do processo de extracao

da peconha de Scorpaena plumieri estdo mostrados na figura 3.

Figura 3 — Extracdo da pegonha do peixe-escorpidao S. plumieri. (A) Remocgao dos
espinhos dorsais do peixe. (B) Trituragdo dos espinhos. (C) Homogeneizagdo dos
espinhos fatiados em agua purificada. (C) Fracdo soluvel da pegonha bruta apos a
remogao das particulas insollveis por centrifugacao



28

3.3. Dosagem de proteina
O conteudo protéico da pegonha bruta, da fragdo cardiovascular e das
amostras obtidas nas etapas de fracionamento foi determinado pelo método de Lowry

et al. (1951), utilizando-se soro albumina bovina como padré&o.

3.4. Fracionamento da peconha do peixe-escorpido Scorpaena plumieri

A pegonha do peixe-escorpiao S. plumieri foi fracionado por filtragdo em gel em
Sephacryl S-200 HR (Merk) como previamente descrito por Carrijo et al., 2005.
Amostra do veneno bruto recém-extraido, 83 mg em 10mL de tampé&o fosfato (10mM),

pH 7,6 com 0,4M NacCl, foi aplicada na coluna (2.0 x 120cm) equilibrada e eluida com

o0 mesmo tempao. A cromatografia foi realizada a 4° C com fluxo de 6,4mL/h, e as
fragcbes, de 1,6mL, foram coletadas automaticamente utilizando-se um coletor RedFrac
(Amersham, Uppsala, Suécia). A eluigdo das proteinas foi monitorada pela
absorbancia a 280nm (espectrofotdbmetro UV/visivel Ultrospc 1000, Amesham,
Upppsala, Suécia).

Uma amostra (10 pg de proteina) de cada fracdo eluida foi testada para
deteccao da atividade cardiovascular. As fragbes ativas foram agrupadas e
adicionadas de glicerol, para uma concentracao final de 10% v/v de acordo com
Church and Hodgson, 2000a, Church and Hodgson, 2001, a qual foi mantida a 5° C.

Essa solugao foi utilizada para os ensaios até quatro semanas apds seu preparo.

3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-Tricina

A eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-Tricina, que proporciona alta
resolugao para mistura de proteinas de 1 a 100 kDa, foi realizada conforme descrito
por Schagger e Von Jagow (1987). A partir de solugao de acrilamida-bisacrilamida na
relacdo 48: 1,5% em agua, preparou-se o gel de separacéo a 10%, contendo 13,3%
de glicerol p/v, 0,033% de persulfato de amonio p/v, 0,033% temed v/v, 0,1% de SDS

p/ve Tris-HCI 1M pH 8,45.
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Sobre o gel de separacao foi preparado gel de concentracéo a 4%, a partir da
mesma solucdo de acrilamida-bisacrilamida, contendo as mesmas propor¢des de
todos os reagentes citados acima, com exce¢édo do glicerol. Para polimerizagao do gel
foram utilizadas placas de vidro de 8,5 cm de comprimento, 10 cm de largura e 75mm
de espessura. As amostras foram solubilizadas em tampéao Tris-HCI 50mM, pH 6,8
contendo 4% SDS plv, 12% de glicerol p/v, 0,01% de azul brilhante G p/v. Como
padrao de massa molecular foi utilizado ~10ug de uma mistura de proteinas (6,5 a
200kDa). A eletroforese foi conduzida sob tensdo de 100V a temperatura ambiente.
Foi utilizado como tampao do anodo Tris-HCI 0,2M pH 8,9 e como tampao do catodo
Tris-HCI 0,1M contendo 0,1M de tricina e 0,1% de SDS pH 8,25. Decorrido o tempo
adequado da eletroforese (~2 horas, indicado pelo corante azul brilhante G), o gel foi
retirado da placa e mergulhado durante 30 minutos na solugéo fixadora (metanol:
acido acético: agua; 50: 10: 40 /v/v/v) e em seguida corado em solugéo 0,025% azul
brilhante G em acido acético e agua (1:9) durante 1 hora. O descoramento foi feito em
solucdo de acido acético 10% em agua. Todo o processo de coloracgao foi realizado

sob agitacdo lenta.

3.6. Coracgao isolado

Os estudos da acdo cardiovascular foram realizados com coragdes isolados de
ratos Wistar (250-300 g) utilizando o método de Langendorff (Hugo Sachs Electronics,
March-Hugstetten, Germany), de acordo com o descrito por Doring, 1990. Os ratos
foram anestesiados com pentobarbital de sddio (65 mg/kg, ip) e heparinizados (100
units/kg) a fim de evitar coagulagao sanguinea no leito vascular coronariano. Quinze
minutos apds a injecdo de heparina, o torax foi aberto e o coragao foi rapidamente
dissecado de suas conexdes e imediatamente transferido para o aparelho de perfusao
através da canulagdo da aorta. A canulagado da aorta foi realizada ao nivel de sua
curvatura por onde o coracgao foi perfundido retrogradamente com solucao de Krebs

modificada (contendo, em mM: NaCl - 120, CaCl,2H,0 - 1.26, KCI - 5.4, MgSO,7H,0 -
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2.5, NaH,PO4H,O - 2, NaHCO; - 27 ; Na,SO,4 - 1.2; EDTA - 0.03 e glicose 11mM) e
continuamente mantida a 37° C e saturada com mistura Carbogénica contendo 95%
O, e 5% CO; (pH mantido a 7,4). O fluxo foi mantido constante (10 ml/min) por meio
de uma bomba de rolete (Hugo Sachs, Germany), assim, as alteragdes na pressao de
perfusao foram diretamente relacionadas as mudangas na resisténcia vascular. Um
baldo de latex preenchido com agua foi introduzido no ventriculo esquerdo e
conectado ao transdutor (TPS-2 Statham, Incor, Sdo Paulo, SP, Brasil), através de
uma canula de ago. Posteriormente o balao foi pressurizado até atingir a pré-carga de
10 mmHg. O cateter de perfusdo da aorta também foi conectado a um transdutor
(TPS-2 Statham). Para evitar o acimulo de liquido na cavidade ventricular, realizou-se
uma leve perfuragédo no ventriculo esquerdo. Para a aquisicdo de dados foi utilizado o
PowerLab, Ad Instruments, Australia, sendo que a taxa de amostragem foi de 1KZ.

Foram monitorados os seguintes parametros cardiovasculares: freqiéncia
intrinseca de marcapasso, pressao de perfusdo coronariana (PPC) e pressao
ventricular esquerda maxima (PVEmax). Para obter indices da contratilidade cardiaca
foram calculadas a primeira derivada positiva e a primeira derivada negativa da
pressao ventricular (+dP/dt e -dP/dt , respectivamente). Dessa forma, possiveis efeitos
cronotropicos (alteracbes na frequéncia de marcapasso), inotrépicos (alteragdes na
pressao ventricular) e lusitropico (alteragdo na velocidade de relaxamento) foram
analisados.

Apods 30 minutos de estabilizacdo da preparagdo, os parametros basais foram
medidos e as amostras do veneno do peixe S. plumieri foram administradas in bolus.
Os experimentos foram realizados de forma a se acessar os efeitos do veneno bruto (5
a 80 ug de proteina), das fragbes cromatograficas (10 ug) e da fragéo cardiovascular
(FC) (1 a 7 pg de proteina). Algumas analises foram realizadas na presenca de
antagonistas de receptores adrenérgicos (propranolol 10uM ou prazosin 10 uM) os

quais foram adicionados a solugao de perfuséo.
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As doses dos antagonistas foram determinadas experimentalmente (dados nao
mostrados) e de acordo com trabalhos da literatura (Obata and Yamanaka, 1999;
Kurosawa et al, 2003, Clements-Jewery et al, 2002). A participacdo do endotélio
vascular na resposta da fragao cardiovascular também foi avaliada.

A remocgao endotelial foi procedida quimicamente através da infusdo de acido
deoxicdlico (0.25 uM). A efetividade da remocao endotelial foi acessada através da
auséncia de resposta a adenosina. A integridade do musculo liso vascular foi
detectada através da resposta vasodilatadora ao nitroprussiato de sédio.

Todas as respostas foram expressas como porcentagem de mudanga a partir
do valor basal da pressado de perfusao coronariana, da pressao ventricular esquerda

maxima e da +dP/dt e -dP/dt_

3.7. Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas: propranolol hydrochloride (Sigma),
prasozin hydrochloride (Sigma) indometacina (Sigma), acido deoxicdlico (Sigma). As
solugdes estoques foram feitas em agua destilada, com exceg¢ao da indometacina que
foi diluida em tampao tris-HCI, com subseqtiente diluicdo em solugdo modificada de

Krebs.

3.8. Analise estatistica.

Todos os valores foram expressos como média + SEM. Os dados foram
avaliados usando-se analise de variancia (ANOVA) duas vias, seguido de teste post
hoc de Bonferroni. O valor de p< 0,05 foi usado para indicar diferenga significativa

entre os grupos.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Extracao da peg¢onha bruta do peixe-escorpiao Scorpaena plumieri

Usando o método de batch para a extragcao da pegonha, do aparato venenoso
(13 espinhos dorsais e 3 espinhos anais) provenientes de um unico exemplar
S.plumieri (15cm de comprimento e pesando 350g, aproximadamente) obtivemos em

média ~16 mg de proteina.

4.2 - Efeitos do veneno bruto sobre coragao isolado de rato.

A figura 4 mostra os resultados da avaliagao do efeito da pegonha bruta (5 - 80
Mg de proteina) sobre o coragdo isolado de ratos. A peconha bruta induziu um
aumento drastico da pressao ventricular esquerda maxima variando de 15 £ 2% a
117, 5 £ 5, 8% (Fig. 4-A) e da +dP/dt (de16 + 4% a 200,2 + 20, 7%; Fig. 4-B). A
resposta lusitrépica foi observada com o aumento da -dP/dt (resposta variou de 15 %
2% a 117, 5 + 5, 8%; Fig. 4-C) e a resposta vasoconstritora foi observada com o
aumento da pressao de perfusao coronariana (de 1,0 + 0,1 %, a 24,2 + 1,7 %; Fig 4-
D). A peconha bruta também induziu aumento da freqiiéncia intrinseca de marca-
passo (de 5,9 +1,4% a 58,6 + 6,4 %. Fig 4-E) sendo que em doses maiores a 80 ug
levou a parada cardiaca.

A atividade especifica da pegconha bruta considerando a PVEmax, +dP/dt, a -
dP/dt, PPC e frequéncia de marca-passo foi de em média =1,7; 3,3; 3,5; 0,47 e
1,3% / pg; respectivamente.

O efeito inotrépico positivo, lusitropico positivo e cronotrépico positivo, assim
como o efeito vasoconstritor, foram observados de forma transiente, com duracao de
aproximadamente 2 minutos.

A presenga do propranolol (10 uM), antagonista dos receptores -adrenérgicos,

na solucao de perfusao atenuou significativamente todas as respostas induzidas pelo
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veneno. O propranolol (10 uM) reduziu, portanto, em média 43, 72, 81 e 55 e 43%

para a PVEmax, +dP/dt, -dP/dt, PPC e freqiiéncia de marcapasso, respectivamente.
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Figura 4 — Efeito da pegonha bruta (PB), 5-80 ug de proteinas, do peixe-escorpiéo S. plumieri
sobre coragdo isolado de rato na presenga e auséncia de propranolol (10uM). (A) Presséo
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ventricular esquerda maxima, (B) +dP/dt, (C) -dP/dT (D) e pressédo de perfusdo coronariana.
N=8 para cada grupo. *p<0, 05 quando comparado ao veneno bruto apenas.

4.3 — Purificagcao da fragao cardiovascular da pe¢onha do peixe-escorpiao

Scorpaena plumieri

A purificagao parcial de uma fragao protéica cardiovascular a partir do extrato
bruto da pecgonha foi realizada por cromatografia convencional em gel Sephacryl S-
200. O processo cromatografico separou 0 veneno em seis picos protéicos principais,
sendo que a atividade cardiovascular estava associada ao segundo pico (fig. 5). Esse
material foi agrupado e referido como fragdo cardiovascular — FC e correspondeu a
aproximadamente 15% do material protéico inicial. A analise protéica por eletroforese
da FC revelou a presenga de uma banda forte de massa molecular aparente de 90kDa

e outras bandas mais fracas.
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Figura 5 — Perfil cromatogréfico da filtragdo em gel (Sephacryl S-200HR) do veneno bruto S.
plumieri. A acdo cardiovascular foi testada em coragao isolado de rato e as fragdes ativas (em
cinza) foram reunidas e denominadas de FC (fragdo cardiovascular). No alto a direita: Perfil
eletroforético (Tricine-SDS-PAGE): linha (A) Marcadores de massa molecular; (B) 30 ug do
veneno bruto do S.plumieri (C) 20 ug da FC. As bandas foram reveladas com azul brilhante G.
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4.4 - Efeitos da fragao cardiovascular em coragao isolado de rato.

A administragao das doses da FC (1-7 ug) reproduziu os efeitos induzidos pela
pegonha bruta sobre coragédo isolado de rato. Assim como ocorreu com o extrato
bruto, a FC produziu efeito inotrépico positivo, lusitrépico, vasoconstritor e cronotrépico
positivo (fig. 6 e fig. 7). O efeito inotrépico positivo, lusitropico positivo e cronotrdpico
positivo, assim como o efeito vasoconstritor, foram observados de forma transiente,
com duracgao de aproximadamente 2 minutos.

A fracdo aumentou significativamente a pressao ventricular esquerda maxima
(a resposta variou de 4,8 £ 1,6% a 36, 0 + 4,1%), a +dP/dt (a resposta variou de 6,5 +
2,3% a 47,3 £ 3,2%), a -dP/dt (a resposta variou de 8,2 + 1,7 a 32,4 + 2, 3%) e
aumentou a presséo de perfusdo coronariana (resposta maxima: 25,8 + 2,3%). Fig 7-
A, B e C, respectivamente. Além disso, a FC induziu aumentou a frequéncia de
marcapasso (Fig 7-E), sendo que a resposta variou de 4,7 + 1,2% a 25,9 £ 2,8%. Em
média, 1ug da FC induz na PVEmax, +dP/dt, -dP/dt, PPC e na freqiéncia um

aumento de =4,3; 6,6; 6,4; 1,67 e 4,1%, respectivamente (Fig 6— A, B, C, D e E).
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Figura 6 — Comparacgao da intensidade das atividades cardiovasculares da peconha bruta (PB)
do S. plumieri e da fragédo cardiovascular (FC) expresso em atividade/ug de proteina. (A)
Aumento da Pressédo ventricular esquerda maxima, (B) Aumento da + dP/dt, (C) Aumento da -
dP/dt, (D) presséao de perfusado coronariana, (E) freqléncia cardiaca.
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A fim de testar o possivel envolvimento dos receptores adrenérgicos nos
efeitos causados pela FC, propranolol (10uM) e prazosin (10uM) foram adicionados a
solugao de perfuséo.

Na presencga de propranolol, o aumento da PVE maxima, +dP/dt, -dP/dt, PPC e
da frequéncia de marcapasso, foram reduzidos, em média, aproximadamente 58, 47,
54 e 46 e 54%, (Fig.6-A,B,C,DeE).

A adicdo do prazosin, antagonista do receptor as-adrenérgico, na solugdo de
perfusao, também atenuou algumas das respostas induzidas pela FC. Em média, o
aumento da PVEmax , +dP/dt e da PPC foram reduzidos, aproximadamente, em

meédia, 60; 50; 30% (Fig.6-A,B e D).
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Figura 7. Efeito da fragado cardiovascular FC (1-7 ug) em coragdes isolados de rato na presenca
e auséncia do propranolol (10uM), prazosin (5uM). (A) Pressao ventricular esquerda maxima
(PVEmax), (B) + dP/dT, (C) - dP/dT, (D) pressdo de perfusdo coronariana. N=7 para cada
grupo. *p<0, 05 quando comparado a FC sozinha e com endotélio intacto.



40

A figura 8 mostra os resultados da participagdo do endotélio vascular no efeito
da FC. A remocéao do endotélio reduziu em aproximadamente 42% a vasoconstricao
induzida pela FC. A resposta variou de 25,8 para 18,5 + 1,3% na maior dose testada.
(Fig 8-D). Entretanto, a auséncia do endotélio ndo resultou em alteragbes na resposta
inotropica, lusitrépica e cronotropica (Fig 8 — A, B e C e E respectivamente).

O veiculo (glicerol 10%) nao influenciou nos resultados.
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Figura 8. Participagdo do endotélio nos efeitos induzidos pela fragdo cardiovascular (FC; 1-7

Hg) em coragdes isolados de rato.

(e+) presenca; (e-) auséncia do endotélio vascular. (A)

Pressao ventricular esquerda méaxima (PVEmax), (B) + dP/dT (C) - dP/dT (D) presséo de
perfusdo coronariana (E) freqiéncia de intrinseca de marca-passo. N=7 para cada grupo. *p<0,
05 quando comparado a FC sozinha e com endotélio intacto.
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5 - DISCUSSAO

Nossos resultados mostram, pela primeira vez, o potente efeito da pegonha
bruta do peixe-escorpido Scorpaena plumieri sobre coragdes isolados de ratos. A
peconha produziu forte efeito, inotropico positivo, lusitrépico e vasoconstritor, sendo
que todos eles se desenvolveram de forma transiente e dose-dependente. Sobre a
freqliéncia intrinseca de marcapasso a peconha suscitou taquicardia sendo que doses
maiores que 80 ug, levaram a parada cardiaca.

Venenos animais tem sido foco de muitos estudos nas ultimas décadas. Além
de favorecer o desenvolvimento de mecanismos de protegdo das vitimas do
envenenamento, o conhecimento sobre as agdes dos venenos também possibilita a
descoberta de novos agentes farmacoldgicos e fisiologicos. Os venenos sao fontes de
protétipos farmacéuticos e de ferramentas para diagndsticos, sendo que cinco
derivados de veneno ja sao utilizados como medicamentos e varios outros compostos
ativos relacionados ao veneno estdo sendo estudados em ensaios pré-clinicos ou
clinicos. (Menez et al, 2006)

Embora os envenenamentos por peixes nao representem fonte significativa de
acidentes e mortalidade humana, os mesmos podem causar graves sequlelas. A
sintomatologia do envenenamento para a maioria das espécies de peixe € muito
similar, sendo que a severidade dos sintomas esta relacionada com o numero de
espinhos envolvidos no acidente e da profundidade de penetragao na vitima. (Church
e Hodgson, 2002a).

O peixe-escorpiao S. plumieri € um dos peixes mais freqlentes e pegconhentos
da familia Scorpaenidae do litoral brasileiro (Figueiredo and Menezes, 1980; Carvalho-
Filho, 1999). Estudos clinicos demonstram que o envenenamento por esse peixe €
caracterizado primeiramente pela intensa dor acompanhada de tumefagao, eritema e
equimose da regidao afetada. Em seguida podem ser observadas manifestagdes

sistémicas (em 13% dos casos) como ansiedade, nausea, vOmitos, hipotensdo e
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sincope (Haddad et al., 2003). Estudos farmacolégicos com a peconha do S. plumieri
evidenciam sua letalidade. Administracdo intravenosa da peconha em ratos gera
efeitos no sistema cardiovascular e respiratério consistindo em queda abrupta da
pressdo arterial média e da frequiéncia respiratéria levando a parada cardiaca. A
peconha possui também efeitos hemoliticos, hemorragicos e atividade proteolitica
(Carrijo et al., 2005).

Nosso interesse em investigar a atividade in vitro da pegonha do peixe S.
plumieri é justificado pelo fato de que ainda permanece obscuro se os efeitos
cardiovasculares observados in vivo sdo causados apenas pela acido direta da
peconha sobre o sistema cardiovascular ou se o impacto da extrema dor e sofrimento,
apés o envenenamento, contribui para os sintomas cardiovasculares apresentados
pelas vitimas. Dessa forma, investigamos os efeitos da pegonha bruta em coragdes
isolados de ratos, excluindo a influencia de outros sistemas que medeiam a dor.

Como ja descrito, quando administramos a pegonha diretamente no coragéo,
observamos os seguintes efeitos: efeito inotropico positivo (aumento da pressao
ventricular esquerda maxima e da +dP/dt), lusitrépico (aumento da -dP/dt),
vasoconstritor (aumento da pressado de perfusao coronariana) e cronotropico positivo
(aumento da freqiiéncia cardiaca de marca-passo).

Respostas similares ja foram documentas em estudos com o veneno de outros
peixes. Entretanto a maioria dos estudos relata que os venenos de peixes induzem um
efeito bifasico composto por uma resposta inotrépica e cronotrépica negativa seguida
de resposta inotrdpica e cronotrdpica positiva em preparagdes cardiacas. A resposta
negativa parece envolver a atividade de receptores muscarinicos, devido a presenca
de compostos colinomiméticos ou devido a liberagdo de acetilcolina endoégena. Os
efeitos positivos parecem envolver pelo menos parcialmente, a atividade de
adrenoreceptores (por agbes diretas ou indiretas). Entretanto, respostas nao-

adrenérgicas também ja foram observadas (Church e Hogson, 2002a).
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O veneno do peixe-escorpidao S. guttata produz resposta bifasica em atrio
isolado de rato. A resposta inclui uma reducéao inicial da forga de contragcdo e da
freqUéncia cardiaca, mas é seguida de um marcante efeito cronotrépico e inotrdpico
positivo (Calrson et al, 1971). O veneno do escatofago (“spotted butterfish”)
Scatophagus argus em coragao isolado de sapo igualmente resulta um aumento da
amplitude de contracao e da freqliéncia cardiaca, e ainda, na resposta contratil do ileo
isolado de cobaias (Muhuri et al, 2004).

Além disso, o veneno do peixe-soldado (Gymnapistes marmoratus) também
exerce efeito contrati nos musculos isolados sistema gastrointestinal de cobaia
(Hopkins et al, 1997) e efeito inotropico bifasico sobre atrio isolado de rato. Estudos
com o veneno do peixe-gato indiano (Plotosus canius Hamilton) revelam resposta
inotropica positiva. Pequenas doses do veneno desse peixe aumentam a forca de
contragao dos coracgdes de coelhos e sapos, enquanto que doses maiores levam a
parada cardiaca. A toxina P-C, purificada deste veneno, também induz a parada
cardiaca (Auddy e Gomes, 1996). Este veneno também atua sobre auriculas de
cobaias aumentando a freqiiéncia e a amplitude de contragao (Audy et al, 1994; 1995).

A cardioleputina, toxina purificada do veneno do peixe-pedra (Synanceja
verrucosa), promove rapido aumento na resposta contratil e um aumento moderado da
frequéncia cardiaca em preparagbes com atrio de cobaia (Abe et al, 1996). Entretanto,
o efeito da cardioleputina parece ser irreversivel, o que difere das respostas
transientes observadas no presente trabalho. O veneno bruto do peixe-pedra (S.
trachynis) causa, além da broncoconstricdo, constricdo do ileo de cobaias. A
constricdo do musculo liso do ileo é reduzida pela indometacina, mas inalterada pelo
bloqueio dos receptores histaminicos (Hopkins et al, 1997). O aumento da frequiéncia
e da forca de contragao (apés efeito inotropico negativo) em atrio isolado de rato e em
fibras atriais isoladas de rd também sdo respostas do veneno do peixe-pedra
S.verrucosa (Church e Hodgson, 2000; 2001; Hopkins et al, 1994; 1996; Sauviat et al,

1995).
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O veneno bruto do peixe-ledo (Pteros volitans), assim como o do peixe soldado
(G. marmoratus), induz forte efeito cronotropico e inotrépico bifasico sobre atrio isolado
de ratos, composto por uma resposta negativa transitéria seguida de uma resposta
positiva e sustentada (Church e Hodgson, 2002). Esses efeitos inotropicos positivos,
listados acima, foram inibidos pelo propranolol,antagonista ndo-seletivo dos receptores
B-adrenérgicos. (Chucch e Hodgson, 2002b; Hopkins e Hodgson, 1998).

Uma vez que o sistema adreneérgico esta relacionado com diversos aspectos
das fungdes cardiovasculares e é considerado um dos principais reguladores das
fungbes cardiacas (Broddie e Michel, 1999), nés investigamos o envolvimento dos
receptores adrenérgicos nos efeitos gerados pelo veneno do peixe-escorpido
S.plumieri.

A presenca de propranolol na solucdo de perfusdo atenuou, em média,
aproximadamente 43, 72, 81, 55 e 43% o aumento da PVEmax, +dP/dt, -dP/dt, PPC e
da freqliéncia de marcapasso. Esses dados sugerem que as respostas geradas pelo
veneno envolvem, pelo menos parcialmente, os receptores (B-adrenérgicos, atuando
via algum agonista adrenérgico presente na pegonha ou via liberagéo de norepinefrina
das terminacdes nervosas simpaticas presentes no coracao.

Trabalhos da literatura demonstram que venenos de outros peixes sao capazes
de induzir a liberagdo de neurotransmissores como acetilcolina e substancia P (Kriger
et al; 1993; Colassante et al, 1996) e liberacdo de catecolaminas de células
neuroenddcrinas (Kriger et al; 1993; Colassante et al, 1996). A exposicdo a
traquinilisina, toxina do S. trachynis, induz a liberagcao de catecolaminas pelas células
cromafins bovinas em cultura, sendo que a secregao maxima ocorre 20 a 30 minutos
apos a exposi¢ao, sendo esta resposta dependente de Ca?* no meio externo (Meunier
et al, 2000).

A epinefrina e a norepinefrina ja foram detectadas no veneno do peixe-pedra e
sdo consideradas responsaveis por parte do efeito téxico de venenos de peixe (Church

and Hodgson, 2000, Church end Hodgson, 2002b, Sauviat, 1995). A presenca de
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norepinefrina, dopamina e triptofano ja foram detectadas e quantificadas na peconha
do S.horrida e S. verrucosa utilizando cromatografia de alta resolugao e
espectrometria de massa (Garnier et al., 1996). A presencga de acetilcolina também foi
sugerida nos venenos dos peixes S. frachynis, P. volitans e Potamotrygon motoro
(Cohen and Olek, 1989; Rodrigues, 1972). Isso esta de acordo com fato de que varios
venenos das mais variadas espécies de animais evoluiram de forma a manipular os
sistemas monoaminérgicos com a consequente aquisicdo da capacidade de defesa e
de predacao (Weisel-Eicher e Libersat, 2004).

Entretanto, as repostas cardiovasculares induzidas pela peconha bruta no
presente trabalho, sdo quase totalmente neutralizadas pelo soro produzido contra a
pegonha do peixe pedra S. trachynis - SFAV (dados ndo mostrados), demonstrando
que os efeitos observados foram induzidos pela parte protéica da pegonha.

Uma fragdo protéica cardiovascular (CF) foi semi-purificada por cromatografia
de filtracdo em gel convencional e a analise eletroforética revelou uma banda mais
intensa, com massa molecular de aproximadamente 90kDa. Estudos prévios
demonstraram que a pegonha do peixe S. plumireri e FC possuem atividade hemolitica
em eritrécitos de coelho (Carrijo et al., 2005 e comunicagao pessoal), sugerindo que a
peconha do peixe S. plumieri, apresenta um fator com atividade letal e cardiovascular
semelhante ao encontrado nas pegonhas dos peixes pedras. Outro dado que
corrobora com esta hipotese € que massa molecular da banda protéica encontrada na
FC descrita acima é similar a8 massa molecular das subunidades das toxinas
letais/cardiovasculares purificadas de peixes pedra. Estas toxinas (SNTX, TLY e neo-
VTX) sao proteinas heterodiméricas, e cada subunidade apresenta massa molecular

de aproximadamente 80 KDa (Colasante et al, 1996; Garnier et al, 1995; Poh et
al, 1991). Além disso, a neutralizagdo dos efeitos cardiovasculares, induzidos pela

peconha bruta de S. plumieri, pelo SFAV, sugere que fragdo protéica com atividade

cardiovascular é semelhante a do veneno do peixe-pedra.
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A FC reproduziu os efeitos induzidos pelo veneno bruto sobre coragao isolado
de rato sendo que as condi¢des de estoque ndo causaram qualquer perda significativa
de atividade. FC gerou resposta inotrépica positiva, lusitropica, vasoconstritora e
cronotropica positiva. A atividade especifica, calculada a partir da resposta
cronotropica, demonstrou que a FC foi purificada por um fator de 3,1. Os efeitos
produzidos pela fragao foram atenuados pela presenca do propranolol ou do prazosin,
indicando a importancia dos receptores adrenérgicos nessas respostas.

Sabe-se que os efeitos promovidos pelo sistema adrenérgico no coragao sao
normalmente mediados pelos adrenoceptores o-; € B. Entretanto, ao contrario do
veneno bruto, é improvavel que a FC contenha qualquer tipo de amina biogénica, o
que pode sugerir que a fracido induza a liberagdo de norepinefrina das varicosidades
simpaticas presentes no coragcdo, que por sua vez atua nos receptores a; e [3-
adrenérgicos, mediando os efeitos inotrépico, lusitropico, vasoconstritor e
cronotropico.

A estimulacido dos receptores a-; ativa fosfolipase C com consequlente
producao de segundos mensageiros 1,4,5,-tri-fosofato inositol (IP3) e diacilglicerol
(DAG), este ultimo leva a ativagao da proteina quinase C (PKC). PKC que, por sua
vez, medeia uma variedade de efeitos do coragao como efeito inotropico positivo.

Os mecanismos envolvidos no efeito inotropico positivo gerado pela
estimulacao dos receptores adrenérgicos a-1 no coragao ainda nao foram totalmente
esclarecidos. A estimulacao desses receptores ativa canais de calcio tipo L voltagem-
dependente via proteina quinase C, com aumento discreto da concentragao
intracelular de calcio, sendo que a fosforilagdo, independente da PKC, miosina-
quinase de cadeia leve parece ser importante, apesar desse mecanismo ainda nao ser
totalmente caracterizado no musculo cardiaco. Além disso, aumento da sensibilidade

dos miofilamentos ao Ca®*+, como resultado da alcanilizagdo intracelular (via ativacdo
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do trocador Na‘/H") também parece se rimportante. (Pucéat et al, 1992; Terzic et al,
1992).

Como ja mencionado, efeitos inotrépicos positivos e cronotropicos também sao
produzidos pela ativacdo de receptores 3-adrenérgicos

A estimulagao dos receptores p-adrenérgicos, diferente dos receptores -1,
ativa proteina quinase A (PKA) via proteina G/AMPc. A PKA ativada, fosforila diversas
outras proteinas e acelera o relaxamento (efeito lusitrépico), aumenta a forga de
contragao do musculo cardiaco e a frequéncia cardiaca. A peconha e a FC induziram
estes efeitos no coracéo isolado de ratos.

O efeito lusitropico pela estimulagcao dos receptores B estd associado com a
fosforilagdo especifica do residuo Ser-16 da fosfolamban, ocasionando o aumento da
taxa de recaptacdo de Ca®" do citosol para o reticulo sarcoplasmatico. Em roedores, o
efeito lusitropico parece estar mais associado com os receptores adrenérgicos (3, uma
vez que a estimulacdo dos receptores (3,—adrenérgicos ndo resulta na aceleragéo do
relaxamento. Isso pode ser resultado do duplo acoplamento dos receptores
adrenérgicos [3, as proteinas Gs e G;, sendo que a fosforilacdo da fosfolamba nesses
animais s6 é observada ap6s a ativagdo do receptor adrenérgico (34, € ndo do
Bo(Gerhardstein et al,1999; Kumman et al, 1989, 1996; Xiao et al, 1994).
Considerando o exposto acima, avaliamos a participacao dos receptores adrenérgicos
a, € B nas respostas induzidas pela FC no coragao isolado. O propranolol e prazosin
na dose de 10uM atenuaram o aumento da presséo ventricular esquerda maxima, da
+dP/dt e da -dP/dT induzidas pela FC, o que confirma o envolvimento destes
receptores nestas respostas. Na resposta cronotrépica positiva induzida pela PB e
pela FC, somente observamos a participacdo dos receptores [-adrenérgicos,
utilizando-se o propranolol na solugédo de perfusao.

Doses maiores dos antagonistas foram testadas, mas n&o alteraram o indice

de reducédo das respostas.
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No presente trabalho, além do efeito inotrépico positivo, lusitrépico positivo e
cronotropico, também observamos um aumento da pressado de perfusdo coronariana
gerado pela peconha bruta e pela FC. E possivel, no entanto, que parte desse efeito
seja consequéncia do efeito inotrépico positivo gerado no ventriculo esquerdo, pois foi
utilizado para o ensaio “o coracao inteiro”, o que difere dos trabalhos ja realizados. A
maior parte da literatura relata a vasodilatagdo como a principal resposta vascular
induzida por peconhas de peixes. Em anéis de coronaria de porco, o veneno do peixe-
ledo (P. volitans) causa relaxamento dependente do endotélio. Esse efeito
vasodilatador é potencializado pela atropina, porém é reduzido pelo inibidor da NO-
sintase (LNAME) e pela auséncia de Ca®* na solugdo nutridora (Church e Hodgson,
2002b).

O veneno do peixe-soldado (G. marmoratus), em anéis de coronaria, também
produz efeitos vasodilatadores, sendo também imprescindivel a presenca do endotélio
vascular para tal (Church e Hodgson, 2001). Hopkins e Hodgson (1998) relatam o
efeito vasodilatador do veneno desse peixe também sobre anéis de aorta de rato, o
qual também é dependente da presenca do endotélio, entretanto o bloqueio dos
receptores muscarinicos, com atropina, ndo impede a vasodilatacao.

O veneno do peixe-pedra (S. trachynis) e a stonustoxina também possui efeito
vasodilatador dependente do endotélio em anéis de aorta de rato. Esse efeito foi
abolido pela atropina e parece envolver a producdo de NO e ativagdo de canais de
potassio que causam relaxamento (Church e Hodgson, 2000; Liwe et al, 2007; Low et
al, 1990; Sung et al, 2002).

Apesar da vasodilatagdo ser bem documentada na literatura, alguns autores,
semelhante ao observado neste trabalho, descrevem uma resposta vasoconstritora
para pegonhas de peixes. Investigacdes usando microscopia intravital revelaram que o
veneno do peixe Thalassophryne maculosa causa altera¢gdes hemodindmicas no
musculo cremaster de camundongo incluindo contracio arteriolar transiente (Sosa-

Rosales et al, 2005a) e o veneno do peixe-gato arabe (Arius thallasinus) exerce o
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mesmo efeito sobre preparagbes com a artéria umbilical de humano (Thulesius et al,
1983). O veneno do peixe-pedra (S. trachynis) causa constricdo de anéis de
coronarias de porco na auséncia e presenca do endotélio vascular, sendo que essa
resposta é abolida pela atropina (Church e Hodgson, 2000).

Na verdade, os efeitos causados por veneno de peixes em vasos isolados
variam nao sé com a espécie do peixe, mas também variam entre estudos com o
mesmo tipo de veneno, além de variarem com o leito vascular a ser estudado (Church
and Hodgson, 2002a).

O efeito vasoconstritor, induzido pela FC e pela peconha bruta de S. plumieri
foi atenuado pelos antagonistas dos receptores adrenérgicos. Acredita-se que os
receptores a, sao encontrados em maior numero pré-sinapticamente enquanto que os
receptores as-adrenérgicos estao distribuidos relativamente de forma igual por toda a
circulagao coronariana (Cillan, 1991). Sabe-se, que nas artérias coronarias a
vasoconstricdo é mediada, principalmente pela ativacdo dos receptores adrenérgicos
a4 € que os receptores 3 ocasionam vasorelaxamento por aumentarem os niveis de
AMPc. Portanto, é provavel que a reducéo da resposta vasoconstritora, induzida pela
peconha bruta e FC, pelo propranolol, seja resultante da concomitante redugéo da
resposta inotrépica ventricular, uma vez que, como ja mencionado, trabalhamos com
todo o coragéo isolado.

Tendo em vista a participagdo do endotélio vascular nas respostas
vasoconstritoras, e que o endotélio € capaz de regular o ténus vascular através da
liberagdo de agentes vasodilatadores e vasoconstritores (Brenner et al, 1989; Vane et
al, 1990; Vanhoutte, 1989) nés investigamos o efeito do endotélio na resposta a FC. A
remogao endotelial reduziu em aproximadamente 42% a resposta vasoconstritora,
sugerindo que a vasoconstricdo em questao é parcialmente dependente do endotélio.
Entretanto, a auséncia do endotélio ndo alterou a resposta inotrépica e a lusitropica

geradas pela FC.
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Substancias vasodilatadoras derivadas do endotélio incluem o NO, a PGl, e
EDHF (fator hiperpolarizante derivado do endotélio). O NO é gerado nas células
endoteliais por acdo da oxido nitrico sintase (NOS), que promove a oxidacido de
nitrogénio guanidinico da L-arginina, formando NO e citrulina (Murad, 1999). O NO
formado se difunde para o musculo liso vascular e estimula a formacao do 3'5'-
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) pela ativacdo da guanilato ciclase soluvel
(Rapoport e Murad, 1983). O GMPc ativa proteina quinase GMPc - dependente (PKG),
a qual reduz o influxo de Ca* e sua liberacdo dos depdsitos intracelulares
ocasionando o relaxamento muscular (Murad, 1999).

A PGl,, produto da ciclooxigenase (COX) é derivada do acido araquiddnico, e
além de ser um potente inibidor da agregacédo plaquetaria, promove relaxamento
vascular por aumentar os niveis de AMPc no musculo liso. O AMPc, além de inibir a
quinase miosinica, também ativa a PKA que, por sua vez, leva a hiperpolarizagao das
células musculares lisa e conseqliente relaxamento.

Ja o EDHF segundo Campbell e Harder (2001), € uma substancia capaz de
promover o relaxamento vascular dependente do endotélio, mas independente da
COX e da NOS e bloqueado por antagonistas de canais de K'. Ou seja, a agéo
hiperpolarizante do EDHF exclui a acao do NO e do PGl,.

Logo apds a descoberta dos fatores relaxantes, a participagéo do endotélio em
respostas vasoconstritoras também foi observada (Simonson e Dunn, 1990;
Yanagisawa et al, 1989). Fatores vasoconstritores derivados do endotélio incluem a
endotelina e fatores produzidos pela via das ciclooxigenase (Tramboxano A2,
postagalndina H2 e anios superoxidos). Portanto, uma variedade de respostas
vasoconstritoras dependentes do endotélio pode ser bloqueada pelos inibidores da
ciclooxigenase (Luscher, 1990; Lischer et al, 1992).

Estudos preliminares com a adicdo de indometacina na solugdo de perfusao

nao alterou o efeito vasoconstritor incitado pela FC (dados ndo mostrados), o que
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sugere que esta resposta € independente de produtos do metabolismo do acido
araquiddnico liberados pelo endotélio.

Algumas situagdes de vasoconstricdo dependentes do endotélio nao envolvem
a participacdo dos produtos do metabolismo do acido araquidénico. A produgado de
endotelina, por exemplo, é estimulada pela trombina, epinefrina, angiotensina Il e nao
envolve a ciclooxigenase (Yanagisawa et al, 1988; Yanagisawa, e Masaki, 1989).
Entretanto, respostas vasoconstritoras mediadas pela endotelina sdo sustentadas e
lentas (Vanhoutte et al, 1989) diferente da resposta induzida pela FC de S. plumieri, a
qual foi rapida e transiente.

Dessa forma, podemos sugerir que a resposta vasoconstritora observada é
parcialmente dependente de endotélio, por bloqueio de sua atividade vasodilatadora,
elou por liberagcdo de fatores vasoconstritores derivados do endotélio, e que nao
estejam envolvidos no metabolismo do ciclo do acido araquidénico.

Parte do efeito vasoconstritor, do inotrépico, do lusitrépico e do cronotrépico da
peconha de S. plumieri, pode ter sido gerada através de outras vias sem envolvimento
do sistema adrenérgico ou do endotélio, avaliados neste trabalho, como por exemplo,
modificando diretamente a cinética do Ca®".

A capacidade do veneno do peixe G. marmoratus, do S. trachynis e do P.
volitans de aumentar a concentracdo intracelular de Ca*" independente da atuagao
sobre receptores muscarinicos e adrenérgicos ja foi demonstrada. Essa capacidade
parece ser mediada pelo aumento do influxo de Ca®" através da formagdo de poros
permeaveis ao ion na membrana celular (Church et al, 2003,). As toxinas letais SNTX
e TLY purificadas de peixes-pedra formam poros na membrana celular (Chen et al,
1997; Meunier et al, 2000; Ouanounou et al., 2002). A formagéo de poros permeaveis
ao Ca®* pela traquinilisina é importante na indugdo da secrecdo de catecolaminas
pelas células cromafins, uma vez que esse efeito parece ndo envolver os canais de

calcio dependentes de voltagem (tipo L, N, P, Q) (Meunier et al, 2000).
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Nossos resultados demonstraram pela primeira vez que o veneno bruto do
peixe escorpido S. plumieri produz efeito vasoconstritor no leito coronariano, bem
como efeito lusitrépico e inotrépico positivo em coragbes isolados de ratos.
Adicionalmente ndés purificamos parcialmente uma fragcdo da peconha que reproduz
esses efeitos, os quais foram parcialmente mediados por ativacdo dos receptores
adrenérgicos. Investigacdes futuras serdo realizadas para melhor compreensao dos
mecanismos envolvidos nesses efeitos.

Este trabalho contribuiu para a caracterizacao bioquimica e farmacoldgica da
peconha do peixe escorpido S. plumieri e deixa alternativas a serem exploradas:
continuidade do processo de purificagdo da proteina com atividade cardiovascular,
ampliagdo de ensaios cardiacos e vasculares utilizando outras preparagbes (como o
musculo papilar isolado e anéis de aorta) e avaliagdo dos efeitos sobre correntes

ibnicas em miocitos cardiacos e vasculares.
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