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Caracterizacéo eletroforética e cromatografica das toxinas do muco da raia
de agua doce Paratrygon aiereba

Fernanda Mouro Galluzzi e Nanci do Nascimento
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares - IPEN

INTRODUCAO

As raias ou arraias fluviais sdo peixes peconhentos
que vivem no fundo dos rios, como na Bacia
Amazbénica e causam muitos acidentes nos moradores
da regiao conforme mostrado na Figura 1 [1].

Figura 1: Ferimentos dolorosos, dificil cicatrizag&o,
necroses extensas, infecgfes bacterianas em mao e

pé. [2]

Fazem parte do filo Chordata, classe
Chondrichthyes, integram a familia
Potamotrygonidae, compreendendo quatro
géneros: Paratrygon, Plesiotrygon,
Potamotrygon e Heliotrygon. O género
Potamotrygon apresenta em torno de 18
espécies; Plesiotrygon abrange duas espécies;
Heliotrygon possui duas espécies, a gomesi e
rosai; o género Paratrygon é considerado
monoespecifico até o momento, pois alguns
estudos indicam que esse grupo pode
compreender um complexo de espécies [3]. Estudos
de caracterizacdo do veneno, obtido a partir das
raspagens do ferrdo, ja foram realizados
com raias dos géneros Potamotrygon e
Plesiotrygon [1]. Entretanto, ndo ha relatos
sobre trabalhos utilizando o género Paratrygon [1].

Os acidentes acontecem quando banhistas, por
exemplo, pisam no ferrdo das raias, que é revestido
pelo veneno deste animal [3]. Contudo, o dorso e
a cauda das raias sdo recobertos por grande
quantidade de muco, por esse motivo, seria
importante comparar as toxinas presentes no muco
com aquelas encontradas no veneno [4].

Feitas estas consideracdes optamos por realizar
este estudo com a espécie P. aiereba que também
ocasiona acidentes.

OBJETIVO

Avaliar o perfil eletroforético e cromatografico do
muco da raia Paratrygon aireba, comparando com
0 veneno desta mesma espécie.

METODOLOGIA

Foram coletadas raias Paratrygon aiereba (n=17)
no Ribeirdo do Carmo, afluente do rio Tocantins no
municipio de Porto Nacional — TO. A extra¢éo do muco
e do veneno de raias Paratrygon foi realizada no
Laboratério de Ictiologia da UFT/Porto Nacional — TO
e no laboratorio de Pesquisa da FAPC/ITPAC Porto
por meio de raspagem do epitélio que recobre o dorso
(muco) e o ferrdo (veneno).

Foi realizado um pool do muco e um pool do veneno
de todas as raias capturadas. As amostras foram
diluidas em salina 0,9% e centrifugadas por 15
minutos a 1190 g e o sobrenadante foi filtrado a vacuo
com filtro de 8

um.

Foi realizada a separacdo das proteinas da peconha
por eletroforese SDS-Page, para analisar o grau de
pureza das proteinas e determinar a massa molecular.

Para analisar o perfil das proteinas das amostras
de raspado do muco do dorso do animal foi utilizado
um sistema de cromatografia de fase reversa (RP-
HPLC) e Coluna C18

Shimadzu shim-pack UP-ODS (4,6 mm/ 250 mm/5
mm). A amostra foi eluida com um gradiente formado
por acido trifluoroacético (TFA)/agua (A-1:1000) para
de TFA/acetonitrilo (ACN)/agua (B-1:900:100) . Os
peptidos foram eluidos a um gradiente constante de
1,0 mL/min com um gradiente de 10-80% de solvente
B ao longo de 40 min. Os eluatos das colunas foram
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monitorizados pela sua absorvancia de UV a
214 nm.

RESULTADOS

Com base na metodologia utilizada, observa-se que o
perfil eletroforético do muco é muito semelhante ao
perfil do veneno. Nota-se que o0 muco apresenta as
mesmas bandas observadas na eletroforese do
veneno, porém, em maior concentracgao (Figura 2).

Estes resultados nos guiaram para a identificacao dos
componentes do muco por meio de cromatografia em
HPLC de fase reversa.

Na cromatografia foram revelados oito picos, mas
ainda nédo foi realizada a caracterizacdo dos
mesmos (Figura 3).

Em trabalhos realizados com raias de agua doce,
como de Potamotrygon motoro, observou-se um
perfil  eletroforético semelhante. Portanto, o0s
resultados sugerem que os constituintes do veneno de
P. aireba sdo semelhantes aos componentes de
outros géneros.

Para o préximo passo pretende-se imunizar animais
para obtencdo de soro policlonal antimuco e
antiveneno desta espécie, a fim de buscar um
tratamento para o0s principais efeitos do
envenenamento como edema e dor.
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Figura 2: Analise por SDS - PAGE em gel de
Poliacrilamida 12 % e coradas com Nitrato de Prata.
Legenda: 1) MM — Marcador de massa molecular. 2)
Muco; 3) Veneno.
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Figura 3: Cromatografia em HPLC - Fase Reversa

Coluna C18 Shimadzu shim-pack UP-ODS (4,6 mm/
250 mm/5 mm).de muco da raia P. aiereba.
Absorbéanciaa 214 nm.

CONCLUSOES

Os resultados preliminares indicam que o muco
apresenta 0s mesmos componentes proteicos que o
veneno, 0 que permitir4, dentre outras vantagens,
coletar mais amostras e, portanto utilizar um menor
namero de raias, além de permitir devolvé-las ao seu
habitat.
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