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RESUMO

Na sociedade moderna, o uso de animais na medicina tradicional destaca-se como uma
importante alternativa entre terapias mundialmente praticadas e tem despertado o interesse da
comunidade cientifica. Atualmente, das 252 substincias quimicas essenciais selecionadas pela
Organizacdo Mundial da Satde (OMS), aproximadamente, 10% sdo de origem animal.
Embora esses usos sejam amplamente disseminados em algumas regides do Brasil, esse tema
tem sido pouco estudado quando comparado as plantas medicinais. No intuito de agregar
conhecimento cientifico a cultura popular, confirmar a¢do terapéutica e investigar sobre a
seguranc¢a do uso de peixes para fins medicinais, principalmente os provenientes das regides
costeiras do Brasil, o presente trabalho avaliou a toxicidade e a atividade moduladora da
resposta inflamatdria alérgica do pulverizado da pele dos peixes Aluterus monoceros (AM) e
Stephanolepis hispidus (SH), tetraodontiformes da familia Monacanthidae, popularmente
conhecidos como peixes-porco, aos quais as populacdes pesqueiras atribuem propriedades
farmacologicas amenizadoras dos sintomas da asma. A atividade biologica dos pulverizados
foi avaliada por meio de modelos experimentais in vivo de pleurisia alérgica e no modelo
experimental de inflamagdo pulmonar alérgica em camundongos da linhagem BALB/ c. Os
resultados mostraram uma contencdo do infiltrado de leucdcitos totais em torno de 40% com
reducdo eosinofilica em torno de 50% nos lavados plerurais e broncoalveolares. Houve,
aditivamente, redugdo dos teores de CCL11 e CCLS5 nos lavados pleurais e deplegao em torno
de 45% de eosinoéfilos presentes no sangue periférico dos animais do modelo de inflamagdo
pulmonar, sugerindo a¢do sobre esse grupo celular. Por meio do modelo de edema de pata,
verificou-se atividade inibidora de até 67% de mediadores soliveis como a histamina. Na
tentativa de elucidar algum mecanismo de agdo, foi feita a hidrolise enzimatica com papaina.
Os pulverizados e produtos obtidos da reacao enzimatica foram utilizados in vitro, em cultura
de macrofagos murinos J774-A1 e em linhagem basofilica RBL-2H3, mostrando potencial
redutor da produgdo de o6xido nitrico (NO) em linhagem de macrofagos. A toxicidade da
ingestdo das peles dos peixes-porco foi avaliada por meio do protocolo da OECD 420 e o
acompanhamento dos animais que ingeriram o p6 das peles dos peixes AM e SH ndo mostrou
indicios de toxicidade. Diante desses resultados, podemos estimar atividade anti-inflamatoria
decorrente do uso da pele de peixes-porco, no entanto, mais estudos sdo necessarios para a
compreensdo dos mecanismos de agdo envolvidos na atividade deste produto.

Palavras-chave: Peixe-Porco. Asma. Inflamacdo Pulmonar Alérgica. Toxicidade Oral

Aguda.



ABSTRACT

In modern society, traditional medicine with animals appears as an important alternative
among therapies worldwide and stimulates the scientific community interest. Currently, of
the 252 essential chemicals selected by the World Health Organization, about 10% are made
with animals. Although traditional medicine with animals is widely disseminated in some
regions of Brazil, this theme has been less studied than medicinal plants. In order to add
scientific knowledge to popular culture, to confirm therapeutic action and to investigate the
safety of the fish’s use for medicinal purposes, especially those from coastal regions of Brazil,
this study evaluated the toxicity and the modulatory activity on allergic inflammatory
response of the skin powders from fishes Aluterus monoceros (AM) and Stephanolepis
hispidus (SH), filefishes from Monacanthidae tamily, popularly known as planehead filefish
and leatherjacket filefish, which the fishing people attribute pharmacological properties
mitigating asthma symptoms. The powders biological activity was to evaluate through
experimental models in vivo of allergic pleurisy and allergic lung inflammation with Balb/ ¢
mice.Our results showthe restriction of total leucocytes infiltration among 40% with
eosinophilicreduction among 50% in pleural and bronchoalveolar washes.There was,in
addition, a reduction of CCL11 and CCLS5 content in pleural washes, and there was eosinophil
depletion around 45% in peripheral blood of lung inflammation model, suggesting an action
over this cellular group. By paw edema model was verified the inhibitory effect up to 67% of
soluble mediators like histamine. Trying to elucidate possible action mechanisms, an
enzimatic hidrolysis with papain was made. The powder and products from hydrolysis were
evaluate in vitro in J774-A1 murine macrophages culture and in RBL-2H3 basophilic lineage
culture, showing reduction power of nitric oxide (NO) production in macrophage lineage. The
toxicity to filefish’s skins was evaluated through OECD 420 oral acute toxicity protocol and
the accompaniment of animals those receive AM and SH skins powders, didn’t show any
signs of toxicity. Considering these results, we can estimate an anti-inflammatory effect due
the use of filefish’s skins however, more studies are necessary to understand the action
mechanisms involved on the activity of this product.

Keywords: Filefish. Asthma. Allergic Lung Inflammation. Acute Oral Toxicity.
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1 INTRODUCAO

A expressao Medicina Tradicional (MT) denomina um conjunto de saberes, praticas e
habilidades para finalidade de cura, recuperacdo, manutengdo, promocao da saude ou
prevencdao de doencas. Sdo conhecimentos construidos com base em crengas, mitos,
experiéncias ou teorias oriundas nas mais diversas culturas por todo o mundo. Estes
conhecimentos sdo consequentes das relagdes de interacdo homem/natureza, incluem
alimentos e uma extensa farmacopéia composta de derivados de plantas, raizes, cascas ou
elementos de origem animal e mineral, conectando inevitavelmente a natureza ao que €
salubre (LUZ, 2005; ROBINSON; ZHANG, 2011; WHO, 2013). Estas praticas
inegavelmente conferiram protecdo a existéncia humana, propagaram-se entre povos,
persistiram através de geragdes, aprimoraram-se ao longo do tempo. Como exemplo, a
milenar cultura chinesa, atualmente reconhecida em ambito global, ha mais de 2500 anos
evolui paralelamente a alopatia. Os vérios focos de curandeirismos dispersos por todo o
mundo, em suas varias formas, igualmente exibem a for¢a da MT (LUZ, 2005; ROBINSON;
ZHANG, 2011; DHAMI, 2013; WHO, 2013).

Segundo dados mais recentes da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), de 70 até
95% das populacdes subdesenvolvidas ou em desenvolvimento, nas quais a desigualdade
social é profunda (especialmente paises da América Latina, Asia e Africa), dependem do uso
de plantas medicinais e produtos de origem natural para acesso aos cuidados basicos de satde.
Este quadro pode ser justificado por uma combinagdo de biodiversidade, fatores culturais
herdados, adicionados a pressdao sobre os segmentos menos favorecidos destas sociedadesque
sofrem em fungdo da desnutricdo e doencas infectocontagiosas relacionadas a condigdes
sanitarias insuficientes, recorrendo a MT como recurso médico, por ndo ter acesso a
assisténcia médica convencional (LUZ, 2005; ROBINSON; ZHANG, 2011; WHO, 2013).

Muitas espécies e preparados vegetais vem sendo estudados na busca pelo
entendimento de seu mecanismo de acdo e no isolamento de substincias bioativas que lhes
conferem suas propriedades curativas. A ciéncia busca cada vez mais avangos na purificacio
destas substancias, estratégias no isolamento dos seus principios ativos e novas tecnologias,
que encorajam cada vez mais a pesquisa farmacéutica no desenvolvimento de novos
medicamentos. Na atualidade, a MT tornou-se equivalentemente relevante a medicina
aloterapica, e pode-se dizer que, por volta de 50% das drogas existentes, sdo derivadas de

produtos naturais (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005; ALVES; ROSA, 2007b; DA
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ROSA, 2012; ALBUQUERQUE et al., 2013; DHAMI, 2013). Apesar disso, h4 uma grande
propor¢ao da maioria dos biomas tropicais ainda por explorar, a bioprospec¢do de potenciais
fontes de principios ativos ou moléculas que possam originar novos farmacos se tornou o
grande foco da pesquisa neste campo de conhecimento (DHAMI, 2013). Na literatura, um
incremento das pesquisas neste setor ¢ evidenciado, a exemplo da recente perspectiva de
Albuquerque e colaboradores, publicada em 2013, que se refere ao “status” das pesquisas em
etnobiologia na América Latina, na qual se verifica o crescente interesse cientifico pelos
produtos naturais, sobretudo no México e no Brasil (ALBUQUERQUE et al., 2013). Neste
momento, os campos de etnofarmacologia estio em evidéncia, sendo extremamente

importante para a descoberta de novos farmacos (DHAMI, 2013).

1.1 Politicas nacionais e uso de produtos naturais (PN)

Apesar da existéncia dos produtos naturais e servicos médicos tradicionais por tantos
séculos, a regulamentacdo do uso de produtos naturais ainda € bastante recente, tanto em
paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento. At¢ o momento, os produtos
naturais ndo sdo oficialmente reconhecidos em muitos paises ¢ a universalidade dos sistemas
regulatdrios para o uso destes ainda nao ocorre, consistindo no principal desafio da atualidade.

Neste contexto, a estratégia de MT da OMS (2014-2023), elaborada em resposta a
Assembléia Mundial de Saude (WHA), teve como objetivo o estimulo de politicas pro-ativas
para a institui¢do de planos de acdo visando fortalecer a MT a nivel global. A OMS vem nas
ultimas décadas estimulando os governos de seus estados membros a respeitar, preservar e
comunicar amplamente os conhecimentos de MT. Entre os objetivos desta estratégia estdo: a
uniformizagdo do conceito de MT pelos paises membros, onde estas formas de medicagao
assumem a forma “complementar ou alternativa” dispara da maioria dependente destes
recursos; € a aceitacdo destes usos, integrando a MT aos sistemas de satde através programas
nacionais e politicas que promovam o uso seguro ¢ de qualidade da MT com base cientifica,
por meio do estimulo & pesquisa e inovagdo, as quais fornecerdo orientagdes para garantia de
qualidade. Nesta sequéncia, a busca pela regulamentacao destes produtos com base em
normatizacdes, assim promovendo o uso universal adequado, seguro e eficaz da MT. Por
meio destas politicas, visa-se o uso sustentavel destes recursos garantindo acessibilidade e
disponibilidade para populagdes mais pobres bem como o uso racional e adequado por

profissionais e consumidores (ROBINSON; ZHANG, 2011; WHO, 2013).
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Entre os paises que atualmente trilham o caminho para a regulamentacdo dos produtos
naturais estdo o Brasil, China, Dinamarca, Gana, Japao, Noruega, Republica da Coréia e
Arédbia Saudita. A Unido Européia, no momento, desenvolve métodos para regulagdo da
qualidade dos medicamentos ¢ dos mecanismos tradicionais para o registro destes produtos
(ROBINSON; ZHANG, 2011).

No Brasil, desde 2006 a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC), instituida pela portaria 971 do Ministério da Saude (MS), objetiva integrar os
recursos terapéuticos das medicinas tradicionais aos Sistemas Oficiais de Satde. O intuito
desta politica foi compreender o pluralismo brasileiro em saude, descentralizando as agdes e
participagdo popular e provendo maior autonomia aos Estados e Municipios na elaboragdo de
suas politicas e acdes em saude, contribuindo com o crescimento de experiéncias pioneiras.
Disponibilizaram-se os recursos de MT e plantas medicinais para atencdo bdsica a saude
rendendo a confirmagdo das praticas populares em cada unidade e publicagdes para os
profissionais envolvidos na certificagdo de seguranca e eficacia destes produtos. A
necessidade de ampliagdes das opcdes terapéuticas direcionou a criagdo da Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) que determinou a pesquisa do potencial
terapéutico, objetivando principalmente a certificagdo das propriedades medicinais dos
recursos naturais disponiveis, impactando no fortalecimento da agricultura e geragdo de
empregos, reduzindo desigualdades, valorizando, reconhecendo e preservando o
conhecimento tradicional e seus povos de origem (MINISTERIO DA SAUDE, 2006;
MINISTERIO DA SAUDE, 2012; DA ROSA, 2012). Entretanto, na PNPMF toda atencao e
esforcos estiveram voltados aos fitoterapicos, produtos naturais derivados de vegetais e ervas,
enquanto produtos naturais de origem animal estiveram negligenciados (STILL, 2003;
ALVES; ROSA, 2005; COOPER, 2008; ALVES et al., 2011).

Na atualidade, os orgdos mais diretamente implicados na regularizacao de produtos de
origem animal in natura sao o MS e o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA).As portarias MS/SVS n° 326/1997 ¢ MAPA n° 368/1997, estabelecem normas de
boas praticas de fabricacdo, bem como padronizacdo de estabelecimentos produtores,
procedimentos operacionais € as condi¢des para a garantia de qualidade no controle de
condi¢des higiénico-sanitarias de manipuladores e produtos com finalidades alimenticias
(CARRAZZA et al., 2011). No entanto, para alimentos de origem animal, ainda ndo ¢
previsto o uso como alternativa ou auxiliar terapéutica e tdo pouco ha a consideragdao de

presenca de substancias bioativas.
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1.2 Riscos do uso de produtos naturais

E cada vez mais frequente o uso de produtos naturais desconhecidos, comercializados
com o apelo da propaganda, sob a promessa de beneficios seguros em funcao de sua origem
100% natural, assim desprezando os possiveis efeitos toxicos, constituindo um sério problema
de satide publica. Vale ressaltar que em torno de 80% dos medicamentos alopaticos sao
derivados ou moléculas inspiradas em compostos naturais, que sao metabolizados pelas
mesmas vias dos farmacos alopaticos convencionais (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005).

Eventos de toxicidade de produtos naturais de origem animal podem ser decorrentes
da exposicdo ao fendmeno de magnificagdo tréfica, ou seja, devido a bioacumulacdo de
toxinas ambientais, como os suplementos alimentares comercializados que utilizam a
cartilagem de tubardo. A razao para esta bioacumulacdo esta no fato de que tubardes sao
predadores expostos a estas toxinas ambientais por sua dieta. Ao realizar avaliagdo de
produtoselaborados a partir da cartilagem de tubardo, foi possivel a deteccdo da substancia
neurotoxica B-N-metil-amino-I-alanina (BMAA), em 15 dos 16 suplementos comerciais
disponiveis. Esta substancia esta relacionada a doengas degenerativas cerebrais € o consumo
do suplemento esté ligado diretamente a doenga. Quanto a exposi¢do ao mercurio, foi possivel
verificar baixas concentracdes em todos os produtos analisados (MONDO et al., 2014).

Intoxicacdes causadas pela ingestdo de tetrodotoxina (TTX) devido ao consume da
carne de baiacu sdo eventos recorrentes de toxicicidade. No Japdo, esta carne ¢ uma iguaria
preparada apenas por cozinheiros especializados que procuram retirar a maior parte do veneno
concentrado principalmente nas visceras (gonadas, figado e bago) e na pele do peixe. Neste
preparo,poucos residuos da toxina restam na carne do peixe, com a finalidade de provocar
parestesias periorais e labiais durante a degustacdo. Apesar de todo o cuidado, cerca de 50
casos de envenenamento fatal sdo registrados a cada ano. No Brasil ndo ha dados
epidemioldgicos destas ocorréncias, entretanto relatos esparsos de intoxicacdes graves e
obitos sdo registrados. Mesmo com os registros relacionados ao uso como alimento, o ‘fel’,
conteudo do figado que contem TTX, ¢ utilizado como analgésico para dores de dente por
Pescadores que pingam o ‘fel’ no local da dor e se expdem a envenenamentos potencialmente
letais. Em algumas horas as manifestagdes neuroldgicas surgem: fraqueza muscular, mialgias,
vertigens, com o agravamento chegam a convulsdes, depressdo respiratoria e faléncia
circulatoria causando o oObito devido a paralisia muscular (COSTA-NETO; MARQUES,
2000; LIMA et al., 2010).
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Em adic¢do, os produtos medicinais oriundos de animais podem acarretar prejuizos a
satide por ndo se encontrarem em condi¢gdes sanitdrias minimas para uso. Mas condigdes no
preparo e conservagdo, da mesma forma podem acarretar diversos problemas a saude. Estes
produtos pereciveis podem ser estocados de maneira impropria, sem controle de temperatura.
Além disso, muitas infeccdes podem ser transmitidas por preparagdes com animais,
principalmente nos casos nos quais sao constituidas de matérias primas cruas. Ressalta-se que
varios fatores contribuem para a suscetibilidade dos produtos oriundos de peixes ao processo
de deterioracdo, o pH perto da neutralidade, alto teor de agua nos tecidos, alta concentragao
de lipidios poliinsaturados, elevada concentragdo de nutrientes e alta atividade da microbiota
existente nos tecidos, acdo autolitica de enzimas presentes no tecido (ALVES; ROSA, 2006;
RAMIRES et al., 2012). Existem também possibilidades de alergias ou toxicidade, bem como
interacdes entre substancias presentes nestes produtos e farmacos aloterapicos, assim

contribuindo com o agravamento do quadro do paciente ou ainda provocando danos (COSTA-

NETO; MOTTA, 2010; COSTA NETO, 2011).

1.3 Participaciao da fauna na medicina tradicional brasileira

O uso de medicamentos elaborados a partir de tecidos de origem animal, pele,
glandulas, ossos, chifres, dentes, secre¢des, bile ou ainda, excrementos, recebe o nome de
zooterapia (ALVES; ROSA, 2005). Dentre as suas praticas, a organoterapia denomina a
ingesta de Orgdos para tratamento de doengas e a opoterapia, que designa o emprego de
extratos obtidos de animais ou de seus 6rgdos sob a forma de chas ou sucos por vias oral,
subcutanea, endovenosa ou intraperitoneal também para fins terapéuticos ou profilaticos
(CHEMAS, 2010).

A zooterapia, em seus diversos formatos, ¢ definida principalmente por influéncias
culturais referentes as regides de origem, pode-se dizer que a zooterapia ¢ ubiqua, conforme
Marquesem sua Hipotese da Universalidade (1994), segundo a qual toda sociedade humana
apresenta seu sistema médico tradicional composto em parte de produtos naturais derivados
de animais (COOPER, 2008; SOUTO et al., 2011; ALBUQUERQUE et al., 2012).

Na medicina tradicional chinesa, por exemplo, desde os tempos remotos, mais de 1500
espécies sdo utilizadas para fins medicinais e pelo menos 13% dos medicamentos utilizados
sao derivados de animais (STILL, 2003). Na América Latina, em uma revisao da literatura de
2011, constatou-se o uso de 584 espécies animais distribuidas em 13 grupos taxonomicos

distintos (ALVES; ALVES, 2011). Em 2013, foi descrito em trabalho publicado por Romulo
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R. N. Alves, o uso de pelo menos 354 espécies animais utilizadas em recursos terapéuticos
dos quais 157 também sdo usados como alimento (ALVES; OLIVEIRA; ROSA, 2013).

A diversidade cultural brasileira herdada do periodo colonial ¢ composta por
influéncias indigenas nativas, colonial européia e africana consequente da escravatura o que
permitiu um amplo espectro de possibilidades e uma complexidade de aproveitamentos dos
recursos da flora e fauna como potenciais terapias. O territorio brasileiro prové
aproximadamente 20% da biodiversidade global, diretamente em contato com uma gama
étnica formada de pelo menos 200 grupos indigenas diferenciados que detém aprofundado e
extenso conhecimento das caracteristicas ambientais e possibilidades de manejo dos recursos
faunisticos nos territorios que ocupam. H4 da mesma forma, um enorme numero de
comunidades nao indigenas, decorrentes do modelo de ocupagao do espago brasileiro, devido
ao avango irregular da sociedade nacional para o interior do pais, que, em razdo de parcos
recursos, dificil acesso ou isolamento geografico, tem a necessidade de recorrer a natureza
para o tratamento de doencas (DIEGUES et al., 1999; ALVES; OLIVEIRA; ROSA, 2013). O
interesse sobre os remédios derivados de animais também se estende aos centros urbanos
devido a caréncia por servigos de assisténcia médica ou mesmo por necessidade de
suplementagdo do atendimento a saude disponivel (ALVES et al.,, 2011; ALVES;
OLIVEIRA; ROSA, 2013).

1.4  Potencial terapéutico da fauna aquatica

E sabido que os mares ocupam mais de 2/3 da superficie do planeta, correspondendo a
70% da superficie terrestre, abriga organismos da maioria dos filos descritos na atualidade
(JOLY; VERDADE; BERLINCK, 2011). Ecossistemas marinhos proporcionam um potencial
biotecnoldgico aparentemente ilimitado, e sdo alvos das pesquisas desde a década de 70, em
fun¢do da melhoria das tecnologias exploratdrias. Os estudos dos produtos marinhos seguiram
por 20 anos fornecendo uma enormidade de moléculas e estruturas quimicas até entdo
desconhecidas. Devido a infinidade de matérias primas que pode oferecer, o mar tem sido
classificado como a maior fonte de moléculas e novos compostos a serem
farmacologicamente avaliados (ANEIROS; GARATEIX, 2004; COOPER, 2004; COSTA-
LOTUFO et al., 2009).

Entre os farmacos derivados de animais marinhos, a ziconotida ¢ um poderoso
analgésico derivado da toxina do caracol Conusmagus. Este peptideo bloqueador seletivo de

canais de cdalcio do tipo-N dependentes de voltagem impede a neurotransmissao,
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interrompendo os sinais de dor ao nivel da medula espinhal. A ziconotida, produzida e
comercializada com o nome Prialt™, foi aprovada para o tratamento de dor severa e cronica
quando administrada por via intratecal para pacientes refratarios ao tratamento com morfina
ou quando a via intratecal ¢ a melhor opcdao, a “infusdo intratecal de ziconotida”, ¢é
comercializada pela empresa Elan Pharmaceuticals (MCGIVERN, 2007; MARTINS et al.,
2014).

No arsenal terapéutico dos peixes, muitos compostos extraidos foram empregados em
remédios na medicina oficial, como exemplo, a TTX, extraida do Baiacu (Colomesus sp.) € do
Baiacu-pintado (Sphoeroides testudineus), um composto bioativo soluvel em agua, derivado
da guanidina e similar a procaina, que tem a propriedade de inibir a transmissdo sinaptica
agindo como um analgésico poderoso e ainda um excelente narcotico. Em seu uso medicinal,
os pescadoresutilizam o veneno para o tratamento da dor de dente, pingando-o no local da dor
(COSTA-NETO; MARQUES, 2000; ANDRADE; NETO, 2005; COSTA-NETO, 2005; EL-
DEIR et al., 2012). Estapotente neurotoxina inibe o potencial de a¢do pelo bloqueio dos
canais de Na' dependentes de voltagem em neurdnios afetados (ALBUQUERQUE et al.,
2012). No Japao, utiliza-se a tetrodotoxina para tratamento de dor em pacientes de cancer e
neuropatias ocasionadas por hanseniase (ANDRADE; NETO, 2005). Este produto encontra-se
em ensaios clinicos de fase II e III pela companhia WEX Pharmaceuticals, no Canada, para
fins de desenvolvimento do farmaco Tectin®, destinado ao controle da dor neuropatica
periférica induzida pela quimioterapia em pacientes sob tratamento (NEWMAN; CRAGG,
2014).

Podemos também mencionar o Eptatretus stoutii (peixe-bruxa) e a Dasyatis Sabina
(arraia rabo-de-chicote), fontes de estimulantes cardiacos e drogas antitumorais
respectivamente, hoje incorporados a medicina official (COSTA-NETO; MARQUES, 2000;
COSTA NETO; ANDRADE, 2005; COSTA-NETO, 2005; ALVES et al., 2011).

Em 1990 foi descoberta uma nova substincia em tubardes-prego (Squalus acanthias
Linnaeus 1758), a esqualamina, um aminoesteroide cationico que exibe potente atividade
antimicrobiana. Esta substancia, isolada inicialmente do estobmago destes peixes, ¢ capaz de
promover a lise osmdtica de protozoarios; também apresenta capacidade fungicida e
antibacteriana de amplo espectro mostrando um potencial antibidtico equivalente a ampicilina
(MOORE et al., 1993; COSTA-NETO, 2005; ZASLOFF et al., 2011). Mais tarde foi possivel
mostrar a atividade antiviral da esqualamina, o mecanismo que envolve a capacidade de
neutralizacdo da superficie interna (anidnica) da membrana celular interrompendo o ciclo de

replicagdo viral. Em adi¢@o, o avancgo dos estudos sobre esta substancia trouxe evidencias de
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atividade antiangiogénica e bloqueadora da multiplica¢@o celular sugerindo a¢do antitumoral,
entretanto mais investimentos sdo necessarios para o progresso destas pesquisas (ZASLOFF
etal.,2011).

Tubardes também foram fonte de suplementos a base de sua cartilagem que oferece
beneficios contra o cancer e em condigdes inflamatorias, como a artrite reumatdide, psoriase,
entre outras patologias dependentes da angiogénese. Varias preparagdes derivadas da
cartilagem de tubardo de fato apresentaram efeitos inibitorios sobre a angiogénese e sobre a
atividade da colagenase. O Neovastat (&£-941), derivado da cartilagem dos tubardes-prego, foi
um preparado capaz de interferir no mecanismo de angiogénese via bloqueio da sinalizacdo
pelo fator de crescimento endotelial VEGF/VEGFR-2 (Flk-1/KDR) requeridos para a
formacdo de novos vasos sanguineos. O Neovastat também inibiu a agdo de enzimas
proteoliticas como as metaloproteases limitando o potencial metastatico das células tumorais.
Estes estudos confirmaram a hipotese de que a ativacdo de células endoteliais, levando a um
aumento da proliferacdo celular e a elevagdo das metaloproteases sdo eventos cruciais para o
desenvolvimento de tumores. Entretanto, diferengas entre os mecanismos de absor¢ao,
diferencas entre metabolismos de humanos e animais experimentais ¢ a dificuldade em se
trabalhar com uma preparacdo de maior complexidade, e ndo uma substancia isolada foram
fatores determinantes para a controvérsia que trouxe ceticismo aos efeitos da cartilagem de

tubario (GONZALEZ; LEYVA; MORAES, 2001; PATRA; SANDELL, 2012).

1.5 Ictiofauna brasileira na medicna tradicional

Considerando o historico da ocupacdo brasileira em sua vasta extensdo costeira de
aproximadamente 8.500km, seus territorios abastecidos por 5,5 milhdes de hectares de agua
doce, em torno de 12% da agua doce superficial do planeta, mdo de obra barata e clima
favoravel, o Brasil apresenta condigdes altamente favoraveis para a atividade pesqueira
(DIEGUES, 2006; MINISTERIO DA PESCA E AQUICULTURA, 2014). De fato, esta
atividade tornou-se primordial na vida de muitas comunidades de pescadores artesanais e
populagdes caicaras que exploram a biodiversidade aquatica para obtengao de sua principal
fonte de renda. Estas populagdes se utilizam da mao de obra familiar para o exercicio da pesca
explorando continuamente os ambientes costeiros, acumulando conhecimento a cerca de
biologia e manejo dos recursos aquaticos das regides onde vivem, assim transmitindo aos
jovens os seus conhecimentos sobre estas atividades e consolidando essas praticas (PAZ;

BEGOSSI, 1996a; DIEGUES et al., 1999; CLAUZET; RAMIRES; BARRELLA, 2005; EL-
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DEIR et al., 2012). Em levantamento de 2012, realizado por Ana Carla A. El-Deir e
colaboradores, foi demonstrado que as praticas zooterdpicas envolvendo a ictiofauna estdo
disseminadas por pelo menos 14 estados brasileiros dentre os quais estdo: Alagoas, Bahia,
Ceara, Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Piaui ¢ Rio Grande do Norte o que evidencia a
intensidade destas praticas por populacdes nordestinas. Neste trabalho encontrou-se um
repertorio de 85 espécies de peixes utilizadas em medicina tradicional, entre as quais 44 sdo
predominantemente de dgua doce e 41 espécies sao de agua salobra (EL-DEIR et al., 2012).
Para estas comunidades, a ictiofauna prové nao s6 seu alimento, mas sim, fonte barata e rica
em proteina que contém todos os aminodcidos essenciais, de alta digestibilidade, com
nutrientes como: acidos graxos poliinsaturados (0mega 3, 6 ¢ 9), vitaminas e minerais; mas
também, estabelece importante valor terapéuticoe de cura para os que se utilizam destes
recursos (EL-DEIR et al., 2012). Diversos autores constatam que o emprego de matéria prima
da pesca como recurso medicinal representa em torno de 12% a 30% do arsenal de produtos
naturais derivados de animais, no Brasil, para tratamento de diversas enfermidades (ALVES;
ROSA, 2006, 2007; SILVA, 2008; ALVES, 2009; FERREIRA et al., 2009; ALVES; ALVES,
2011; ALVES; OLIVEIRA; ROSA, 2013). Em algumas comunidades litoraneas este
percentual chega a atingir 62%, evidenciando a importancia da etnoictiologia na medicina
popular brasileira (COSTA-NETO; MARQUES, 2000). Entre as matérias primas empregadas
para fins terapéuticos estdo acarne, peles; escamas; muco ou secrecdes (bile), 6rgdos como
figado, estdbmago, a cartilagem, espordes, dentes, olhos, cauda, entre outras partes e
finalmente; muitas vezes o peixe inteiro ¢ utilizado como medicamento. Os preparos sao 0s
mais diversos, como exemplo: a gordura pode ser utilizada crua, diretamente sobre os locais
afetados em massagens ou fricgdes ou frita (derretida), para aplicar ou pingar, de uso tépico,
ou adicionadaa bebidas (muitas vezes alcoolicas) ou em chas. Entre outros usos registrados,
elementos como peles e espordes podem ser utilizados, secos ao sol, torrados € moidos em
chas, bebidas ou ainda salpicados sobre a refeicdo, ou como amuletos, ossos podem ser
triturados para infusdes ou utilizados em defumagdes. Ou ainda estes produtos podem ser
associados a outros produtos naturais como ervas ou plantas constituindo as ditas “garrafadas”
(SILVA, 2008; ALBUQUERQUE et al., 2012). Em muitos casospode tratar-se do‘efeito
placebo’, no entanto, muitas vezes, estas praticas consistem em usos pertinentes, que devem
ser investigados e enfatizados. Sdo culturas que podem nos orientar na dire¢do de evidéncias
de compostos bioativos, um possivel foco para o interesse da ciéncia. E necessério averiguar a

persisténcia destes usos empiricos que potencialmente representam um “atalho” para a
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descoberta de novos farmacos na medicina moderna. O valor terapéutico destas substancias

ndo deve ser subestimado apesar da falta do apoio formal da ciéncia.

1.6 Os peixes-porco

Os “peixes-porco” sdo assim chamados por emitirem “roncos”, oriundos de suas
bexigas natatorias, que remetem ao grunhido do mamifero, no momento em que sdo retirados
da agua. Estao no grupo de vertebrados aquaticos com mais de 23.600 mil espécies em todos
os ambientes. S3o peixes Osseos (Osteichthyes), da classe actinopterygii, ou actinopterigeos,
pois possuem nadadeiras sustentadas por raios dérmicos internos (FISCHER; PEREIRA;
VIEIRA, 2011). Pertencem a ordem Tetraodontiforme, familias Monacantidae e Balistidae,
as quais incluem em torno de 102 espécies em 32 géneros (NELSON, 2006).

Os peixes-porco do género Balistidae também apelidados de peroa, porquinho ou
cangulo, compreendem, no Brasil, as espécies B. capriscuse B. vetula, de corpo alto,
fusiforme e lateralmente comprimido, com pouco mais de 40 cm de comprimento, chegando a
60 cm. Em sua boca pequena e posicionada aproximadamente terminal, possui oito dentes do
tipo incisivo nas séries externas da maxila e mandibula. As aberturas branquiais sdo reduzidas
e posicionadas acima das nadadeiras peitorais. Suas nadadeiras peitorais sao rudimentares,
com raios paralelos em forma de leque, como nos actinopterygii. Apresentam duas nadadeiras
dorsais, a primeira com trés espinhos, com mecanismo de bloqueio, podendo permanecer
ereto. Devido a este mecanismo, que utilizam como protecdo quando ameacgados, ou para
fixar-se entre fissuras dos corais ou rochas, recebem, muitas vezes o apelido de ‘gatilho’. Sua
segunda nadadeira dorsal e sua nadadeira anal apresentam-se opostas e sua nadadeira caudal
emarginada, com raios externos prolongados. A coloragdo de suas peles ¢ variavel podendo
ser acinzentada, enegrecida ou parda ou ainda podem marcas e padrdes de cores muito vivas.
Sao geralmente solitdrios ou nadam em pequenos grupos. Ocorrem em aguas tropicais e
temperadas do oceano Atlantico e sdo encontrados até¢ de 100 metros de profundidade e
distribuindo-se em baias rasas, ao longo de praias, ilhas, aguas peldgicas ou em torno de
recifes rochosos e de coral. Alimentam-se em torno desses recifes, devorando principalmente
moluscos, ourigos e invertebrados bentdnicos. A captura ¢ comercialmente com redes de
arrasto de fundo, emalhe e cerco (SAMPAIO; NOTTINGHAM, 2007; FISCHER; PEREIRA;
VIEIRA, 2011).
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Figura 1 - Balistes capriscus (Gmelin,1789)

Fonte: (ICTIO.TERM, 1998). Sinonimias: Peixe-porco, Peroa, Cangulo ou Porquinho.

A familia Monacantidae, possui muitas similaridades ao género Balistidae, de corpo
alto e lateralmente comprimido, boca terminal apresentando seis dentes na série externa da
maxila e seis, ou menos, na mandibula, sua abertura branquial ¢ diminuta, também
posicionada sobre as nadadeiras peitorais em formato de leque, exatamente como nos
membros da familia Balistidae. Suas primeiras nadadeiras dorsais possuem apenas dois
espinhos, o primeiro bem maior que o segundo, podendo ficar ereto devido a seu mecanismo
de trancamento. Sua segunda nadadeira dorsal e a nadadeira anal sdo contrapostas, como nos
Balistes. Possuem nadadeira pélvica rudimentar ou ausente e sua nadadeira caudal ¢
arredondada ou truncada.

Entre os peixes da familia Monacantidae, o Aluterus monoceros (Linnaeus,1758) ¢ um
peixe de corpo mais alongado, de comprimento normalmente em torno de 40 cm, chegando a
medir em torno de 75 cm, por esse motivo, chamado de peroa chinelo. Sua pele, de coloracao
acinzentada, esverdeada, ou até¢ amarronzada, porém de tonalidades mais claras mais
uniformes, ¢ responsavel pela sinonimia de cangulo branco. Agrupam-se em pequenos
cardumes e alimentam-se de invertebrados bentonicos, esponjas, algas, moluscos e ourigos.
Vivem em torno de 80 a 100 m de profundidade em aguas tropicais e subtropicais do
atlantico, ocorrendo em todos os oceanos. Estes, como os Balistes, sio encontrados tanto em
mar aberto, quanto proximos a costdes rochosos e recifes de corais sobre fundos rochosos ou
arenosos, sendo mais abundantes na costa do sudeste e sul do Brasil. Por esse motivo, sdo

capturados em redes de arrasto de fundo, emalhe ou cerco.
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O B. capriscus e o A. monoceros sdo aparentemente 0s peixes-porco de maior
importancia comercial no Brasil, principalmente entre os pescadores do litoral dos estados do
Espirito Santo e Rio de Janeiro, que os exploram como recurso econdmico. O quilograma de
sua carne chega a valer R$20,00 em peixarias sendo consumidos como petiscos em boa parte
das praias do litoral brasileiro. Considerados uma iguaria, quase em unanimidade na culinaria,
pois o sabor de sua carne ¢ muito apreciado. Segundo o Boletim Estatistico da Pesca e
Aquicultura, juntas, estas espécies produzem uma pesca média aproximada de 5300 toneladas
de pescado ao ano (VIANNA et al., 2007; MINISTERIO DA PESCA E AQUICULTURA,
2011).

Figura 2 - Aluterus monoceros (Linnaeus, 1758)

Fonte: (FISHBASE, 2013). Sinonimias: Peroa-chinelo ou Cangulo-branco.

Ja o peixe Stephanolepis hispidus ¢ outro membro da familia Monacantidae, chamado
de porquinho-marrom, porquinho-de-penacho ou porquinho de frontereta. Tem o corpo alto
no formato de um diamante, lateralmente comprimido, medindo em média 20 cm, chegando
até 30 cm de comprimento. Apresenta dois espinhos em sua primeira nadadeira dorsal para
defesa ou fixacdo conforme outros espécimes da familia Monacantidae. Em sua segunda
nadadeira dorsal o segundo raio ¢ prolongado, caracteristica de machos adultos. Também
possui nadadeira pélvica rudimentar anterior a nadadeira anal e nadadeira caudal arredondada.
Possui pele de cor variavel do marrom-esverdeado ao amarelado, com manchas irregulares

escuras ou claras. Ocorre no oceano Atlantico, em sua por¢ao oeste desde a costa dos EUA
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até o Uruguai, habitando 4guas rasas de cerca de 80 m préximas a costdes rochosos, e,
portanto, chamado de “peixe de pedra”. Alimenta-se de pequenos crusticeos, esponjas,
pequenos invertebrados bentdnicos ou ainda algas. Sua carne também ¢ muito apreciada,
porém seu valor comercial ¢ menor, provavelmente em funcao de seu menor tamanho, por ser
solitario, ndo formando cardumes. Em fun¢do de seu habito alimentar e de ser um peixe
demersal ¢ muito comum ser capturado em pesca de arrasto de praia, zona de arrebentagdo, ou
com linhae anzol de tamanho especifico, preso a iscas como camarao, tiras finas de lulas, ou
outras, em func¢do de sua boca diminuta. Quando ¢ incidentalmente capturado em redes de
arrasto por pescadores de mar aberto, tem sua carne vendida como ‘mistura’ ou nos comércios
locais (NELSON, 2006; SAMPAIO; NOTTINGHAM, 2007, SOUZA; CHAVES, 2007,
MONTEIRO-NETO et al., 2008; FISCHER; PEREIRA; VIEIRA, 2011).

Figura 3 - Stephanolepis hispidus (Linnaeus, 1766)

Fonte: (JOHN WHITE, 2008). Sinonimia: Porquinho de pedra, Porquinho-de-fronte-reta.

1.7  Constituintes da pele de peixes dsseos

A pele destes teleosteis ¢ formada principalmente por epiderme de origem ectodérmica
e a derme de origem mesodérmica, apresentando ainda a hipoderme (camada que une a pele a

musculatura).
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Na epiderme, apresenta uma camada de células epiteliais aplainadas, dispostas em
subcamadas, produzindo muco e pigmentos. Nesta mesma camada, ha disposi¢do de células
mucosas produtoras de mucina, uma glicoproteina com funcao de hidratacdo e lubrificacao da
pele destes animais (BEMVENUTI; FISCHER, 2010).

Em corte histologico da pele de peixes teledsteos, aderme ¢ gradualmente compactada
e ¢ possivel perceber uma composi¢cdo em camadas, de fora para o interior. Na por¢ao mais
superficial, suas fibras colagenas apresentam-se espessas, frouxas e em formato de pena; a
medida que se distanciam da superficie a espessura das fibras coldgenas diminui e também o
espaco interfibrilar,ou seja, o tecido,nesta por¢cdo, apresenta-se mais denso. Em adi¢do, a
exemplo da pele do ‘pacu’ (Piaractus mesopotamicus) observa-se a derme composta de feixes
colagenos trancados, sdo camadas sobrepostas de forma que encontram-se em sentido
longitudinal as fibras da camada seguinte, em um entrelacamento em forma de rede(DE
SOUZA et al., 2006).

O coldgeno ¢ a principal proteina da matriz extracelular de todos os tecidos e possui
inimeras fungdes, mas principalmente mantém a forma e impede a deformagdo dos tecidos.
Até hoje foram descritos mais de 30 tipos de colagenos, que em cada tecido desempenham um
papel estrutural e de sinalizagcdo. O colageno; particularmente abundante nas cartilagens,
tenddes, veias, pele, dentes e ossos; ¢ o principal constituinte da pele dos peixes,
representando em torno de 70% do peso seco deste material (LINDE-MEDINA;
MARCUCIO, 2018). As moléculas constituintes do colageno sao secretadas pelo fibroblasto
na forma de procolageno, que sdo cadeias polipeptidicas com estruturas primdrias X-Y-
glicina, nas quais a prolina, lisina, hidroxilisina, hidroxiprolina e alanina podem ocupar as
posicdes X ou Y, contudo outros aminoacidos também estdo presentes em menor quantidade.
Esta estrutura primdaria repetida origina uma o-hélice voltada para a direita. Apds a
glicosilagao no reticulo endoplasmatico, o procolageno ¢ clivado nas suas estruturas terminais
pelas N e C procolageno peptidases, liberando o tropocolageno que ira se precipitar, formando
as ligacdes cruzadas. Essas cadeias de tropocolageno dispostas paralelamente compdem a
fibra colagena e agrupam-se lateralmente por meio de ligagdes covalentes entre grupamentos
aldeido e aminos livres. As ligacdes cruzadas sao covalentes e conferem estabilidade e forca
tensora a esta estrutura fibrilar, estas ligagcdes sdo formadas por quatro residuos de lisina ou
alisina ou hidroxilisina ou hidroxialisina. Os tropocolagenos interagem formando tais ligagdes
cruzadas em um arranjo chamado ‘cabeca-cauda-torso’. Os tropocolagenos ficam entdo
entrelacados em feixes paralelos ao longo de um eixo principal. Desta associagdo ¢ composta

a fibrila coladgena, estrutura terciaria do colageno. O percurso helicoidal fibrilas terciarias, no
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entanto ¢ destrogiro, esta conformacdo, oposta as fibras individuais, permite um
entrelagamento firme oferecendo grande resisténcia a tracdo e minimizando possibilidades de
estiramento. Os agregados destas fibrilas ao longo de eixos paralelos com extremidades
sobrepostas formam feixes, portanto a estrutura quaternaria, o colageno (BRUCE, 2010; DA

SILVA; PENNA, 2012).
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Figura 4 - Biossintese do colageno
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Fonte: (SMITH et al., 1985).

Outro importante componente da matriz extracelular sdo os agregados de
proteoglicanos. Que sdo compostos por uma quantidade muito pequena de proteina, as

proteinas centrais dos proteoglicanos e as proteinas de ligacdo dos proteoglicanos ao
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esqueleto central de 4cido hialurdnico. O principal componente destes agregados de
proteoglicanos sdo glicosaminoglicanos (GAGs), que sdo polissacarideos lineares de carga
negativa, pela presenga de radicais sulfatados e exibem importantes fungdes bioldgicas. Os
GAGs sao heteropolissacarideos, com unidades dissacaridica repetidas, aciclicos e sem
ramificagdes. Compostos por dissacarideos onde sempre hd um agucar aminado (N-
acetilgalactosamina ou N-acetilglucosamina)e um acido urénico (BRUCE, 2010; VAZQUEZ
etal., 2013)

Sao os maiores constituintes da matriz extracelular, sintetizados no complexo de Golgi
na maioria das células animais e além de sua funcdo estrutural, participam da sinalizacdo
celular, junto com fatores de crescimento, citocinas e no processo de reconhecimento
molecular na superficie de células (KRICHEN et al., 2015; SUFLITA et al., 2015).Como
mencionado anteriormente, os GAGs formam agregados poliméricos complexos chamados
proteoglicanos, que por sua vez, envolvem as fibras coldgenas e por sua carga negativa
acabam atraindo ions (s6dio) conferindo a matriz uma tensao osmotica que prové hidratagdo e
elasticidade & estrutura da derme (RODRIGUES et al., 2011; VAZQUEZ et al., 2013). Nos
peixes, os proteoglicanosmais importantes sdo o sulfato de condroitina (CS), sulfato de
dermatan (DS) e heparan sulfato (HS), entretanto o DS ¢ o predominante. Em adicdo, na pele
dos peixes hé inimeras glandulas mucosas, cuja secrecdo, ¢ rica em GAGs, o muco produzido
por estas glandulas confere a pele do peixe a regulagdo da hidratacdo, facilita o deslizar
através da agua e protege contra infecgoes.

Diversas atividades bioldgicas tem sido atribuidas aos GAGs, tais como atividade
antitumoral, anti inflamatdria e estes componentes também sdo matéria prima para a produgao
de anticoagulantes utilizados a mais de 50 anos para tratamento e preven¢do de trombose

venosa profunda, pés cirurgica, pos parto (RODRIGUES et al., 2011).
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Figura 5 -Agregado de proteoglicano de matriz extracelular

Acido
hialurénico

Sulfato de
queratano

Sulfato de

condroitina Proteina de

ligacdo

Proteina central

Fonte: (NELSON; COX, 2011).

1.8  Algumas evidéncias cientificas acerca das peles de peixes-porco

Alguns dados cientificos aqui relacionados fornecem evidéncias de atividades
biologicas encontradas em extratos de peles de algumas espécies de peixes-porco, trazendo o
interesse da ciéncia para este foco.

Cavalli e colaboradores (2003) demonstraram a acdo vasodilatadora do extrato da pele
do peixe B.capriscus no endotélio mesentérico arterial de ratos wistar. Segundo Cavalli, este
efeito foi ndo alterado pela ativagao adrenérgica uma vez quef-bloqueadores nao foram
capazes de intensificar o relaxamento ocasionado pela acdo do extrato. Por outro lado, a
presenga do diclofenaco nao modificou o efeito relaxante do extrato excluindo a participagao
de metabdlitos prostandides derivados da via da ciclooxigenase. Entretanto a perfusdo com
agua destilada destruiu as células do endotélio arterial reduzindo significativamente o efeito
do tratamento com o extrato da pele do peixe B.capriscus. Em tratamento com o inibidor da

oxido-nitrico-sintase (NOS), a N- nitro- L- arginina metil Ester (L-NAME), houve a redugio
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dos efeitos vasorelaxantes do extrato, indicando que este efeito se deve a mecanismos
relacionados a producao de 6xido nitrico (NO) por células endoteliais em sinergia com fatores
relaxantes derivados do endotélio (CAVALLI et al., 2003).

Pesquisadores realizaram a caracterizagdo quimica da pele e do musculo de dois
pescados do litoral sul do Rio Grande do Sul, empregados no tratamento da asma. Ambos os
peixes, B.capriscus € o Meticirrhus litoralis (papa-terra) foram avaliados em sua composi¢ao
centesimal, mais especificamente em seu teor de fosfolipidios. Os pesquisadores verificaram
diferenca da relagao fosfolipideo/gordura entre as espécies, com vantagem para a pele do
peixe porco, que apresentou maiores teores de fosfolipideos. E importante mencionar que os
fosfolipidios conferem carater antioxidante protegendo as membranas celulares e estdo na
constituicdo das fosfoproteinas (FURLONG et al., 2006).

Até o momento, referente aos efeitos da pele do peixe S.hispidus avaliou-se o seu
potencial vasodilatador, em ratos wistar com hipertensao arterial induzida por L-NAME. Em
ratos tratados com o extrato aquoso da pele de peixe porco, foi possivel restaurar a pressao
sanguinea aos niveis normais. Atribui-se ao 6xido nitrico o efeito vaso-relaxante obtido com o
extrato da pele do peixe-porco, pois foi possivel observar que em ratos tratados cronicamente
com L-NAME, que apresentaram elevacdo de pressdo sanguinea, houve deplecdo dos niveis
de oxido nitrico plasmaticos e do tecido adrtico. Esse dado ¢ confirmado pelo tratamento com
inibidores da NOS que passaram a apresentar redefini¢do da natriurese pressorica para niveis
mais elevados de pressao arterial (MUCCILLO-BAISCH; BRUM; ANDRADE, 2007).

Avaliando um potencial efeito analgésico do extrato aquoso da pele do peixe S.
hispidus, nosso grupo investigou o efeito do extrato aquoso em diferentes modelos de
nocicepcao (teste de contorcdo, teste da placa quente e teste de retirada da cauda). Nos
modelos de contor¢ao e em modelo experimental da placa quente o tratamento intraperitoneal
com extrato aquoso da pele do peixe porco foi capaz de inibir contragdes induzidas por acido
acético, bem como, foi verificada reducdo da hiperalgesia induzida por carragenina e
prostaglandina E2 (PGE,), respectivamente. No teste de retirada da cauda ndo foi possivel
obter mudancas no perfil de laténcia, no entanto, ¢ necessario considerar a via oral de
administracdo do extrato aquoso. A Naloxona, um farmaco antagonista de opidides,foi
empregada para bloqueio da atividade atinociceptiva deste extrato entdo relacionando este
efeito inibitoério a mecanismos neurogénicos da dor por meio de receptores opidides supra-
espinhais sensiveis aos anti-inflamatorios ndo esteroidais (CARVALHO et al., 2013).

Em adicdo ao acima exposto, recentemente, em 2015 um grupo de pesquisa da

Tailandia utilizou um concentrado de proteina hidrolizada derivada da digestdo da pele do
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peixe A.monoceros com a enzima glicil-endopeptidase parcialmente purificada. Este
composto utilizado em uma sequéncia de testes in vitro mostrou atividade antioxidante,
protegendo a linhagem pré-monocitica U937 do dano ao DNA, induzido por peroxido de
hidrogénio (H,0O;). Somado a isso mostrou efeito imunomodulatorio reduzindo a producao de
citocinas IL-1B e IL-6 ¢ NO em macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS e atividade
antiproliferativa  demonstrada em linhagem de cancer de colon (Caco-2)
(KARNJANAPRATUM et al., 2016).

A cultura popular atribui a pele dos peixes-porco propriedades farmacologicas, pois,
segundo o saber popular, contém substincias capazes de amenizar os sintomas de asma
bronquica. Entretanto, alguns pescadores apontam a pele do peixe Stephanolepishispidus
como a apropriada para fins terapéuticos entre as espécies descritas neste trabalho.

As peles dos peixes-porco sdo couros resistentes, de textura aspera, retiradas
facilmente; os pescadores as utilizam através da infusdo em 4gua, no preparo de chas ou as
consomem secas a temperatura ambiente e trituradas sobre alimentos (CAVALLI et al., 2003;
MUCCILLO-BAISCH; BRUM; ANDRADE, 2007; CARVALHO et al., 2013). Esta
utilizacdao junto a alimentagdo, para fins antiinflamatorios ou para tratamento profilatico da
asma, atraiu a comunidade cientifica no sentido de conferir carater cientifico a este
conhecimento popular por meio da comprovacdo das atividades atribuidas a este produto

natural.

1.9 Panorama da asma

A asma ¢ uma doenca caracterizada por inflamacdo cronica das vias aéreas inferiores,
hiper-responsividade e alteracdes estruturais bronquicas, que culmina com a limitagdo do
fluxo aéreo, que pode ser desencadeada por fatores ambientais associados a predisposi¢do
genetic (CAMPOS, 2005).

Um levantamento da Organizacdo Mundial de Satide (OMS) aponta que a asma afeta
235 milhdes de individuos globalmente, e esta estimativa pode se ampliar a 300 milhdes de
pessoas (BARRETO et al., 2014; WHO MEDIA CENTRE, 2017).

Segundo Marsoli e colaboradores (2004), o Brasil se encontra entre os paises com
maior prevaléncia dos sintomas clinicos da asma, em torno de 11,4% da populal¢ao
(MASOLI et al., 2004). Em 2008 foi a 3* maior causa de internacao hospitalar pelo SUS, com
cerca de 300 mil hospitalizagdes em funcao da doenca (SAS/MS, 2013). E ainda, segundo os

dados mais recentes do Ministério da Saude, a prevaléncia da asma estd em torno de 6,4
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milhdes de brasileiros acima dos 18 anos; segundo dados do estudo Internacional de Asma e
Alergia na Infancia, no Brasil, cerca de 20 a 30% das criangas e adolescentes de grandes
metropoles brasileiras apresentam sinais sugestivos de asma. Entre estes casos, 5 a 10 %
apresentam maior morbimortalidade onde, este percentual de pacientessao responsaveis por
um consumo desproporcional de recursos de satde, encaminhando-se as unidades de
emergéncia até 15 vezes mais e necessitando de hospitalizacdo 20 vezes mais que 0s
asmaticos moderados (SAS/MS, 2013; BARRETO et al., 2014; MINISTERIO DA SAUDE,
2015; SOUZA-MACHADO, 2016).

1.10 A patologia da asma

Aspectos ambientais, genéticos, nutricionais, psicossociais entre outros, tem sido
usados na tentativa de explicar o aumento da prevaléncia da asma nas Ultimas décadas,
contudo, a qualidade do ambiente ainda ¢ determinante neste crescimento (BARRETO et al.,
2014). Até¢ o momento, os indicios apontam que a exposi¢do a alérgenos ambientais comuns,
poeira, pdlen, pélos de animais, entre outros, junto a fatores genéticos, em um periodo critico
da vida, durante o desenvolvimento das estruturas e fun¢des das vias aéreas, podem contribuir
para a pré-disposi¢ao do individuo. Devido a esta suscetibilidade, multiplos grupos celulares,
epiteliais, endoteliais, entre  outros, produzem uma ampla gama de
substanciasquedesencadeiam a ativagdo e recrutamento de linfocitos, mastocitos, eosinofilose
promovem a hiperresponsividade de células neurais e musculares, desencadeando a
apresentacao clinica da asma (CAMPOS, 2005).

O curso clinico de um ataque de asma ¢ caracterizado principalmente por dificuldade
expiratdria, pois o paciente consegue inspirar com dificuldade, no entanto nao € capaz de
expirar, progredindo para a hiperinsuflagdo, que leva adispinéia recorrente, sensagao de aperto
no peito, irritagdo no nariz ou garganta, tosse excessiva levando a dor tordxica, boca seca e
vermelhiddo que tipicamente ocorrem apods a exposi¢do do fator desencadeante da crise. Nos
casos usuais a crise dura de uma a varias horas, regredindo com o tratamento, que deve ser
imediato, visto que a obstruc¢ao do fluxo expiratorio ocasionalmente pode levar a hipercapnia,
acidose e grave hipoxia, podendo ser fatal, embora seja,na maioria dos casos, debilitante
(ABBAS et al., 2005).

Como a asma ¢ uma doenca iniciada por multiplos fatores, alguns esquemas de
classificagdo sdo necessarios, ou seja, a asmapode ser considerada alérgica (atopica ou

extrinseca), em 70% dos casos, ou nao alérgica (ndo atodpica ou intrinseca), iniciada por
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estimulos ndo imunoldgicos como estresse, infeccdes pulmonares causadas por virus,
exercicio, entre outros; mas apesar disso, a fisiopatologia de ambas ocorre por mecanismos
similares (ABBAS et al., 2005; KUDO; ISHIGATSUBO; AOKI, 2013).

A respostaalérgica inflamatoria ¢ caracterizada pela apresentacdo de epitopos do
alérgeno por uma célula apresentadora de antigeno (APC) via MCH de classe II (complexo
principal de histocompatibilidade) a células T naive, que irdo se direcionar para um perfil Ty2
de resposta, no qual o fator de transcricdo GATA3 ird mediar a secrecdo de citocinas
importantes para esta resposta. O desequilibrio entre as células de perfil Ty2 de resposta e Tyl
caracterizam a imunidade da resposta alérgica (HOLGATE; POLOSA, 2008).

Estas células, quando co-estimuladas aumentam a expressdo de genes que codificam
as citocinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e GM-CSF, que estao relacionadas a mudanca de
classe de células B para a sintese de IgE, recrutamento de mastdcitos, maturacdo de
eosinofilos e basofilos, consideradas as principais células mediadoras da resposta
alérgica(HOLGATE; POLOSA, 2008). As células T reguladoras (Treg), caracterizadas pela
expressao de FOXP3 e receptor para IL-2 (CD25), também podem estar relacionadas a este
tipo de resposta, visto que podem suprimir a resposta Ty2 através da secre¢dao de IL-10 e
TGF-B, conforme representado esquematicamente os mecanismos celulares na figura 6

(MARTIN-OROZCO; NORTE-MUNOZ; MARTINEZ-GARCIA, 2017).
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Figura 6 - Representagdo da resposta asmatica
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Fonte: Adaptado de (HOLGATE; POLOSA, 2008).

A célula Tyl17, responsavel pela secrecao de IL-17A, foi identificada nas vias aéreas
de pacientes asmaticos e foi relacionada com o influxo de neutréfilos, que induz a producao
do fator quimioatraente IL-§(DRAGON, S., RAHMAN, M. S., YANG, J.,, UNRUH, H.,
HALAYKO, A. J., & GOUNNI, 2007). Quando o individuo tiver contato com o alérgeno,
moléculas de IgE irdo estimular a degranulagdo de mastdcitos (através do receptor FCeRI) de
mediadores soluveis (relacionados com a resposta imediata) tais como histamina,
prostaglandinas e citocinas que atuardo no recrutamento de macréfagos, eosinofilos e
basofilos (relacionados a resposta tardia de 6-72h) (HOLGATE; POLOSA, 2008).

A fase imediata da reagdo de hipersensibilidade tipo I mediada por IgE tem como
caracteristicas principais a vasodilatagdo, o aumento da permeabilidade vascular e os
espasmos da musculatura lisa, apresentados em até 30 minutos da exposi¢do alergénica do
individuo ja sensibilizado, sendo o componente primario ¢ o mastécito ou basofilo(KUMAR,
2007). Uma vez secretada a IgE especifica, mastocitos serdo sensibilizados pela interagao
entre a IgE e seu receptor de alta afinidade FceRI. A molécula da FceRI possui 3 subunidades,
a cadeia a interagindo com a IgE, e as subunidades B ¢ y com dominios internos que quando

fosforilados participam da sinalizagdo intracelular. Estes mastocitos sensibilizados, recobertos
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de IgE, ficam prontos para reacdo em caso de nova interagdo com o antigen (KUMAR, 2007;
ABBAS, ABUL; LICHTMAN, ANDREW; PILLAI, 2012).

A nova exposi¢ao ao alérgeno deflagra uma cascata de sinalizacdo que culmina com a
elevacdo dos niveis de célcio citoplasmatico do mastocito, levando a desmontagem de
complexos de actina e miosina submembranares, permitindo a fusdo dos granulos com a
membrana plasmatica e consequente liberagdo de seus conteudos. Niveis elevados do calcio
também contribuem para a ativagao da enzima citosolica fosfolipase A2 (PLA2), que hidrolisa
os fosfolipideos da membrana pela via da ciclo-oxigenase, para liberar substratos convertidos
em mediadores finais como a prostaglandina D2 (PGD2) acarretando broncoespasmo intenso
e aumento na secrecdo de muco. Leucotrienos C4 e D4 também sdo gerados, com acdo
vasoativa € espasmogénica, sendo estes, os agentes mais potentes. O LTB4 ¢ altamente
quimiotatico para neutrofilos eosinofilos e mondcitos (ABBAS, ABUL; LICHTMAN,
ANDREW; PILLAI 2012).

Aminas vasoativas como a histamina sdo liberadas dos granulos para o meio
extracelular, implicando diretamente sobre o aumento da permeabilidade vascular, causando
vasodilatagdo, contracdo da musculatura lisa e elevacdo da secrecdo de muco. Outros
mediadores liberados incluem a adenosina também presente neste contetido causa
broncoconstricdo e inibe a agregacdo plaquetaria; fatores quimiotaticos para neutréfilos e
eosinodfilos; e proteases como a triptase que possuem potencial de dano aos tecidos (KUMAR,
2007; ABBAS, ABUL; LICHTMAN, ANDREW; PILLAI 2012).

A degranulacdo dos mastocitos também resulta na liberacdo de citocinas importantes
para o estabelecimento da fase tardia. O TNFa, a IL-4, a IL-5 promovem a inflamagao rica em
neutrofilos e eosindfilos, a IL-13 age nas células epiteliais induzindo a secre¢do de muco,
quimiocinas como eotaxina-1, MIP-la e RANTES, sdo sintetizadas e secretadas dando
procedéncia a fase tardia com a ativacio e quimiotaxia de células TCD4', macréfagos e
eosinoéfilos; estimulo a produgdo de IgE antigeno especifica pelos linfocitos B (STELEKATTI;
ORINSKA; BULFONE-PAUS, 2007). Vale ressaltar a participagdo dos linfocitos TCD4",
que também sdo recrutados ao local da lesdo, e em resposta a interagdo com o alérgeno e
continuam produzindo fatores de transcricdo determinantes da manutencao do padrao de
resposta Ty2 e intensificando o quadro alérgico (LARCHE; ROBINSON; KAY, 2003;
KUMAR, 2007).

O epitélio tem um papel importante no processo alérgico, os mediadores como a
histamina e leucotrienos sdo capazes de aumentar a expressdao endotelial de moléculas

relacionadas a migragdo ( P e E selectinas, [CAM e VCAM). Além disso, quimiocinas como
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CCL2, CCLS8, CCL7, CCL13, CCL3, CCL24, CCL26 E CCL5, também foram relacionadas
ao processo asmatico, influenciando no infiltrado inflamatério (HOLGATE; POLOSA, 2008).

O eosinofilo ¢ o efetor central responsavel pela amplificagdo da inflamagdo das vias
aéreas, sua funcao efetora consiste em liberagdo de substancias toxicas com o potencial de
danificar a mucosa e nervos associados por meio da liberagdo de seus granulos contendo a
proteina basica principal (MBP) e da proteina cationica de eosindfilos (ECP). Os mediadores
lipidicos derivados do eosindfilo causam a broncoconstricdo e a hipersecre¢cao de muco,
liberando ainda espécies reativas de oxigénio, e metaloproteinase-9 (MMP-9) que também
geram injurias na mucosa. Alem destes fatores, eosindfilos continuam conjuntamente com os
linfécitos TCD4 "a IL-5 recrutadora de mais eosinéfilos, a IL-4 estimuladora de linfécitos B e
a IL-13, indutora da producao de muco (LARCHE; ROBINSON; KAY, 2003). Esta dinamica
de lesdo tecidual, hipersecrecdo de muco, hiperresponsividade ao estimulo, contracdo da
musculatura lisa bronquica, infiltrado tecidual inflamatdrio edema sdo os fatores responsaveis
pela oclusdo do limen bronquico acarretando dificuldade respiratéria observada na asma
(CAMPOS, 2007).

O eosinodfiloproduzido na medula dssea, incialmente se diferencia em um precursor
hibrido compartilhando propriedades com basofilos, a linhagem eosinofilica ¢ entdo
determinada por fatores de transcricdo como GATA-1. As eosinofilopoetinas 1L-3, IL-5 e
GM-CSF coordenam a expansdo deste tipo celular. A ativacdo e migragao para circulacio ¢
regulada pela IL-5, que adicionalmente determina o aumento da permanéncia de eosinodfilos
no sangue periférico. O encaminhamento para o foco da inflamagdo ¢ principalmente
orientado pela presenga da eotaxina-1 e seu receptor de eotaxinas CCR3 também se liga a
quimiocinas como CCL7 (MCP-3), CCL13 (MCP-4) e CCL5 (RANTES). A adesdo e o
transito do eosindfilo pelo tecido inflamado depende da familia das integrinas B2 (CD18),
incluindo CDI11a (LFA-1) e CD11b (Mac-1) que interagem diretamente com a molécula
CD54 (ICAM-1) expressa no endotélio, e a molécula CD49d (VLA-4) da familia das
integrinas B1, que interage com o endotélio via CD106 (VCAM-1) e fibronectina (KUMAR,
2007).

Outro nivel de ativacdo do eosinéfilo ¢ mediado pela IgE, em seu estado ndo ativado,
ndo expressam receptores de IgE de alta afinidade e apresentam resisténcia a liberacdo do
conteudo de seus granulos. Apods ativagdo por quimiocinas e citocinas, o limiar para a sua
degranulacdo cai, pela expressao de FceRI, aumenta a expressio de receptores Fcy e
receptores para complemento, deixando assim o eosinofilo pronto para sua resposta efetora

(KENNETH MURPHY, PAUL TRAVERS, 2010).
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O conjunto de lesdes decorrente dos sucessivos episodios inflamatdrios, leva as lesdes
anatomopatologicas observadas nas vias aéreas de individuos asmaticos, processo este que
recebe o nome de remodelamento bronquico. As caracteristicas mais observadas nesta
condig¢do sdo a lesdao do epitélio ciliado estratificado, deposigao de fibras coldgenas (fibrose) e
hiperplasia dos elementos constitutivos do sistema respiratorio (microvasos, células
caliciformes, musculatura lisa e nervos) tipicamente relacionadas a inflamac¢do eosinofilica
(CAMPOS, 2005a, 2007).

A estratégia para a melhora da qualidade de vida de um paciente de asmaticoabrange
ndo s6 o controle da doenga, mas também a exposi¢do a futuros riscos, para tanto, ¢
necessario o cuidado com o ambiente associado ao uso de medicamentosevitando o
desencadeamento de novas crises. O tratamento deve possuir como objetivos controlar os
sintomas, identificar e eliminar os fatores desencadeantes e por fim minimizar a necessidade
de medicagdes para o alivio de sintomas (SAS/MS, 2013).

No manejo da asma, sdo consideradas tanto a abordagem profildtica quanto de alivio
de sintomas, ressaltando que quando a profilaxia ¢ eficaz, ha uma redu¢do da necessidade de
terapia de resgate. Nas terapias para alivio imediato, indicadas para casos de asma
intermitentes, o tratamento ¢ direcionado para o uso de broncodilatadores agonistas -
adrenérgicos de curta duracdo, capazes de relaxar a musculatura lisa que revertem
imediatamente a obstru¢do das vias respiratérias, reduzindo a dispinéia (CAMPOS;
CAMARGOS, 2012). Onde ha necessidade de terapia combinada o ajuste desejado ¢ a
obten¢do da menor dose com efeito controlador para fins de minorar os potenciais efeitos
adversos, bem como a reducdo dos custos. Tipicamente sdao utilizados medicamentos como:
broncodilatadores agonistas ;- adrenérgicos, também como broncodilatadores seletivos pela
acdo em receptores P, da musculatura lisa bronquica; metilxantinas, mecanismos atribuidos a
inibicdo de fosfodiesterases, antagonismo do receptor de adenosina, liberacdo de IL-10;
antagonistas colinérgicos muscarinicos, bloqueiam a ag¢do da acetilcolina, reduzindo a
broncoconstricdo e a secre¢do; corticosteroides, capazes de influenciar diretamente no
processo inflamatorio (relatados no quadro 1) (SAS/MS, 2013).

A associagao de farmacos controladores e corticdides por via oral se faz indicada nas
exacerbacdes moderadas a graves. Nestes casos, obtém-se o controle do estado do paciente
em até dez dias, que deve dar prosseguimento a terapéutica com o uso de corticoterapia
inalatoria (SAS/MS, 2013). No entanto, terapias com esses medicamentos nao sao totalmente

eficazes e, em alguns casos, podem causar efeitos adversos (SAS/MS, 2013).
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Quadro 1 - Abordagem geral para o manejo das manifestagdes clinicas na asma (IV Diretrizes para o
Manejo da Asma)

. Usa de Coticolde
Gravidade Alivio Primeira Escolha Alternativa i
; Beta? de curla
Intermitente : P ; Sem necessidade de medicamento de manutencio
iy LY
: Corticosteradde Oral
Persistente Beta? de cuirta . Montehicaste z 1
; ] dose baix : : nas exacerbagtes
Leve duragcio {rommonas
praves
Cl dose moderada (*)
WA:J; alke & madenaca Corticosteroade Oral
L i rosterode Ol
Persistente Beta? de cuirta : dose de Cl associada S O
Ll nas exacerbagdes
Moderada duragio . Anti-leucotrieno o
21 dose balxa a mod- Teoliling Eraves
crada, associadoa LARA
Cur » {ort-
1 dose alta Alla dose de €1 + m:ﬂ::‘;j: :;:I::.'Inu
Persistente Beta2 de curta [} [ABA, asociado - Aes bkl sa
Grave duragio Cl dose alta Anfi-leucotrieno ou
SLARA Teolilina menor dose para s¢
i alingir o controde

Fonte: Adaptado de (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).
CI = Corticosteroide inalatorio, LABA = B2 agonista de longa duracdo, (*) = Especialmente em criangas
menores de 4 a 6 anos.

Nao ha registros, estudos ou informagdes cientificas que descrevam algum
componente bioativo da pele dos peixes porco, ou que apontem sua eficacia contra a asma, da
mesma forma, nao ha registros de toxicidade decorrente de seu uso. Nesse sentido, promover
e reconhecer as praticas populares e tradicionais do uso de produtos naturais como recurso
terapéutico, de forma alternativa e/ou complementar, ¢ de suma importancia. Estas praticas
ndo convencionais de saude continuam sendo adotadas pela populacdo. Pode-se dizer que a
mudanca de habitos relacionados a satde entre estes usuarios dificilmente ocorrera, pois estes
costumes estdo arraigados a aspectos socioculturais, transmitidos entre diferentes geracdes no
seio familiar ou na comunidade. A comprovagdo empirica desses produtos, baseada em
experiéncias anteriores, contribui para a crenga sobre sua eficacia e utilidade, muito embora
estas nao tenham sido comprovadas cientificamente.

Tendo em vista que as populagdes caicaras realizam habitualmente esta pratica, faz-se
necessario buscar a confirmagdo da seguranca deste conhecimento popular. Da mesma forma,
e ndo menos importante, se faz a necessario o conhecimento do potencial terapéutico destes
produtos e a identificagdo das substancias que lhe conferem a sua propriedade terapéutica,
evitando riscos a satde da populacao que realiza este consumo, assim mediando o contato
com um produto natural de origem animal. Portanto, respeitando as tradi¢cdes para que se

estabeleca o convivio saudavel entre os saberes popular e cientifico.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho consistiu em avaliar a atividade anti-inflamatoria do tratamento com
a pele dos peixes porco A. monoceros e S. hispidus em modelo experimental de inflamacao
pulmonar alérgica em camundongos, bem como avaliar a toxicidade decorrente desta pratica,

fornecendo as primeiras informagdes sobre potenciais riscos deste uso.

2.1 Objetivos especificos

o Avaliara atividade dos pulverizados das peles dos peixes-porco 4. monoceros €
S. hispidus em modelo experimental de pleurisia alérgica em camundongos da linhagem Balb/
¢, por meio dealteragdes no recrutamento celular e na acumulacao de mediadores no infiltrado

inflamatorio;

o Investigar o efeito antialérgico do pulverizado da pele dos peixes porco em
modelo experimental in vivo de inflamacdo pulmonar alérgica em camundongos pelas

alteragdes no recrutamento celular em lavados broncoalveolares e em sangue periférico;

o Verificar a atividade antiedematogéncia do pulverizado das peles dos peixes

porco em modelo de edema de pata induzido por ovalbumina e histamina;

o Avaliar a toxicidade oral aguda in vivo decorrente do uso destes pulverizados

em modelo murino conforme protocolo de doses fixas da OECD 420;

J Realizar hidrolise enzimatica dos pulverizados e as avaliagdes quimicas

preliminares dos produtos obtidos deste fracionamento;

o Avaliar atividade dos pulverizados e dos produtos de sua hidrolise por meio de
ensaios in vitro com linhagem basofilica RBL-2H3 e em linhagem de macrofagos murinos

J774-A1
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o Avaliar a toxicidade in vitro dos pulverizados e produtos obtidos com hidrolise
enzimatica nas linhagens RBL-2H3 e J774-Al, pelo do ensaio de viabilidade celular com

resazurina (ALAMARBLUE®).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencio de materiais

3.1.1 Coleta e identificacao

As amostras do peixe Aluterus monoceros (AM) e do peixe Stephanolepis hispidus
(SH) foram coletadas no comércio pesqueiro localizado no Porto do Forno, Arraial do Cabo,
Estado do Rio de Janeiro. As amostras foram identificadas taxonomicamente pelo grupo de
pesquisa do Dr. Lohengrin Dias de Almeida Fernandes, do Instituto de Estudos do Mar
Almirante Paulo Moreira (IEAPM). Um exemplar de voucher foi depositado na colecdo do
IEAPM e outro exemplar, depositado na colecdo do Instituto da Biologia da Universidade
Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, CNPJ n°® 33.663.683/ 0038-08 credenciada como fiel
depositaria de amostras de componentes do patrimonio genético. A licenca para acesso e
remessa de componente do patriménio genético para fim de pesquisa cientifica foi solicitado

junto ao Conselho de Gestao do Patrimdnio Genético (CGEN) sob o nimero: 010377/ 2013-1.

3.1.2  Obtencao do pulverizado da pele dos peixes

As peles dos peixes foram secas a temperatura ambiente e trituradas em liquidificador
industrial diversas vezes até¢ a obtencdo de um pd. Este pulverizado foi utilizado nos
tratamentos em suspensdodo po, em banho com dgua morna, na temperatura maxima de 40°C

por 1h, finalmente a suspensao ¢ administrada ao animal.

3.1.3 Obtenc¢ao do hidrolizado a partir do pd da pele dos peixes AM e SH

O pulverizado das peles dos peixes foi hidrolisado mediante o uso da papaina em uma
concentracdo final de 20U/g de tecido. Na extracdo, cerca de 50 mg do pulverizado de AM e
SH foi lavado com 4gua destilada gelada (4° a 5° C) e centrifugado a 10.000 x g por 15 min a
4° C. Em seguida, a dgua foi removida e o pellet foi ressuspendido em tampao fosfato de
sodio 50 mM pH 6,0 contendo papaina (EC.3.4.22.2) do latex de Carica Papaya (P3375/
Sigma-Aldrich®). A hidrélise ocorreudurante o periodo de 20 h a temperatura de 37° C, em
agitacdo leve e alternada (30 em 30 minutos). Posteriormente, as amostras foram

centrifugadas a 10000 x g/4° C/ 30 min, o pellet e o sobrenadante obtidos foram separados e
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liofilizados. O protocolo de hidrélise estd ilustrado em esquema da figura 7 e foi adaptado de

(AHMAD; BENJAKUL, 2010).

Figura 7 - Obtenc@o do hidrolisado proteico da pele dos peixes AM e SH
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Fonte: (Do autor, 2017).

3.2 Animais

Camundongos BALB/c machos e fémeas, foram fornecidos pelo Instituto de Ciéncia e
Tecnologia em Biomodelos (ICTB), FIOCRUZ. Consideragdes sobre Aspectos Eticos: todos
os experimentos que incluem manipulagdo animal neste projeto foram realizados de acordo
com os principios éticos da Comissdo de Etica no Uso de Animais da FIOCRUZ, licenga n.
17/2013-1.0s ensaios foram realizados no Servico de Animais de Laboratorio (SAL) do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude. Todos os animais passaram por um
periodo de aclimatacdo de pelo menos 48 h antes da iniciagdo dos procedimentos in vivo
descritos. Os grupos foram divididos em gaiolas de polipropileno com tampa de arame
galvanizado medindo 30x 20x 13 cm para até seis camundongos por caixa, ou em necessidade
de mais animais, foi utilizada a caixa de 41x 34x 16 cm para melhor acomodacao. As caixas

contendo os animais foram mantidas em estantes ventiladas com fluxo de ar e termOmetro
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digital para controle da temperatura (20° C+ 2) com umidade relativa do ar entre 50 a 90% e
ciclos de 12 h de claro e escuro.

A troca de agua foi feita diariamente, fornecida aos animais em bebedouro do tipo
mamadeira emgarrafa autoclavavel de polipropileno com capaidade para 250 ou 500 mL, com
tampa de borracha e bico em aco inoxidavel. A rag¢do, da marca Nuvilab®, foi fornecida ad
libitumexceto nos periodos de jejum dos animais que antecederam os procedimentos

experimentais.

3.2.1 Toxicidade oral aguda decorrente da administra¢ao do p6 da pele do peixe-porco

Para obtencdo das primeiras informagdes referentes a toxicidade do p6 da pele dos
peixes AM e SH, utilizamos adaptacdo do teste de doses fixas, estabelecido em 1992 pela
OECD, revisado em 2001, o qual pressupde procedimentos para avaliacdo de sinais que
possam indicar a menor dose que cause toxicidade evidente. Avaliamos umatnica dose de
2000 mg/ kg dos pulverizados,administrada dentro de um periodo maximo 24 h, conforme o
requerido pelo protocolo de doses fixas da OECD. Cada um dos 3 grupos com 5
camundongos BALB/c fémeas (controle e grupos dos pulverizados da pele AM e SH),
receberam 450 pL de NaCl estéril como veiculo (v.0.) em dois momentos com intervalo de 1
h, ou2000 mg/ kg dos pulverizados administrados em duas doses de 1000 mg/ kg em 450 pL
do veiculo (v.0.) com intervalo de 1 h entre as aplicagdes, somando a maior doseestabelecida
pelo protocolo para avaliagao de toxicidade oral aguda. A particdo da massa administrada em
duas doses € o maior volume na administracdo foram necessarios em virtude da dificuldade
para realizagdo do procedimento, uma vez que a canula esofdgica obstruia com os fragmentos
dospulverizados.

Para fins de reduzir o grupo de animais a serem submetidos ao protocolo experimental,
na avaliacdo da toxicidade oral aguda, foi utilizada a dose limite. Nas avaliacdes do efeito
bioldgico dos pulverizados frente a indug@o de processos inflamatérios, foi necessario utilizar
a massa de 500 mg/ kg, portanto, de acordo com o protocolo da OECD, a dose de 2000 mg/
kg seria a Uinica dose superior, consistindo em quatro vezes a dose utilizada nos modelos de
avaliagdo do efeito biologico dos pulverizados das peles dos peixes.

De acordo com o Guia da OECD, apdés administragdo oral, os animais foram
acompanhados por 14 dias, conforme ilustragdo na figura 8, para avaliacdo dos seguintes
aspectos: ingestdo alimentar, sinais clinicos (avaliados diariamente) e avaliagdo do peso

corporal por meio de registros nos dias 1, 3, 7 e 14. A avaliagdo clinica consistiu em
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observagao individual ndo invasiva do animal imediatamente apds: 15, 30, 60 e 120 minutos
da ultima administragdo, para observacdo de efeitos agudos, e nos 13 dias seguintes,
totalizando 14 dias de observagdo. A procura por sinais que pudessem evidenciar algum grau
de toxicidade contemplou os seguintes itens: exploragdo do ambiente da caixa, vocalizagdo
incomum, resposta exagerada ao toque, reflexo de pingamento da cauda, reflexos auricular e
palpebral (com auxilio de uma pinga), evidéncia de ataxia, piloere¢do, dacriorréia (secre¢do
ocular), ptoses (fechamento assimétrico das palpebras) e alteracdes na defecagdo como
volume e aspecto.

Finalizados os 14 dias de observacdo, os animais foram eutanasiados utilizando o
protocolo anestésico com cetamina 140 mg e xilazina 20 mg em 200 pL por via
intraperitoneal (ip.). Durante necropsia, além da coleta do sangue para posterior avaliagao, foi
feita a observacdo dos orgdos in situ para avaliacdo macroscopica de alteracdes anatomo-
patolégicas que pudessem sinalizar eventos de toxicidade. Os orgdos selecionados para
pesagem isoladaforam: os rins, o figado e o baco. O peso absoluto foi registrado a partir da
pesagem direta de cada 6rgdo, e o peso relativo foi obtido por meio do calculo do peso
absoluto doorgdo dividido pelo peso do animal, multiplicado por cem, para obtengdo da
proporcao do peso do 6rgdo (g) por 100 g do peso corporeo.

Para obtencdo do sangue foi realizada a pun¢do da aorta abdominal, utilizando a
seringa de 1 mL e agulha 25 x 0,7 mm. Para a avaliagdo hematologica foi realizado o
esfregaco sanguineo para utilizacdo em contagem diferencial. Para a obtencao de hematocrito
e namero de hemacias, o sangue foi acondicionado em tubo com anticoagulante EDTA. As
analises séricas foram realizadas pela Plataforma Tecnoldgica de Analises Clinicas do ICTB
do Programa de Desenvolvimento e Insumos para a Saude — PDTIS da Fiocruz. Foram
avaliados os seguintes parametros: enzimas aspartato-aminotransferase (TGO), alanino-

aminotransferase (ALT), fosfatasealcalina, creatinina e colesterol total.
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Figura 8 - Protocolo do teste de toxicidade oral aguda OECD 420
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Fonte: (Do autor, 2017).

Os animais em jejum prévio de 4 h e pesados no dia anterior, foram tratados por v. o.,no dia 0, em dois
momentos intervalados de 1 h, com suspensdo de1000mg dos pulverizados das peles dos peixes AM e SH em
450uL de salina estéril (veiculo) ou somente o veiculo para o grupo controle . Apds a segunda administragdo do
tratamento os sinais clinicos dos animais foram avaliados individualmente em 15, 30, 60 ¢ 120 minutos no
primeiro dia, e uma unica vez nas avalia¢des subsequentes. A ingestdo alimentar foi avaliada diariamente. Foram
realizadas pesagens nos dias 1, 3, 7 e 14 apds a administragdo do tratamento. Apos a ultima pesagem, no 14°
dia,a eutandsia foi realizada para avaliacdes macroscopicas dos orgdos, coleta de figado, baco e rins para
pesagem e coleta de sangue para avaliacdo hematoldgica e bioquimica.

3.2.2 Pleurisia alérgica

A resposta inflamatoria na cavidade pleural foi induzida apds Unica sensibilizagdo do
animal com ovalbumina (50 pg OVA+ 5 mg Al(OH)3/ 200 pL) Sigma-Aldrich®, por via
subcutanea dorsal conforme protocolo préviamente descrito em (FERRARIS et al., 2012),
diagramado na figura 9. O desafio foi realizado no décimo quarto dia apds a sensibilizagao,
por injecdo intratoracica contendo50 pg de OVA em 100 pL de solugdo salina estéril nos
animais conscientes utilizando um cursor plastico com a finalidade de evitar a perfuracdo do
pulmdo do animal. Antes do desafio (1h), foi realizado o tratamento com dexametasona (10
mg/ kg) e com o pd das peles dos peixes AM e SH nas doses de 125, 250, 500 e 750 mg/ kg
em 200 pL de solugdo salina estéril. Vinte e quatro horas apds o desafio os animais foram
entdo eutanasiados para coleta do lavado pleural. A coleta foi realizada através de abertura da
cavidade peritoneal do animal em decubito dorsal, seguida de perfuragdo do diafragma para
injecdo de 1 mL de PBS/ EDTA 10 mM, pH 7,4 estéril que foi recolhido com o auxilio de
pipeta automatica. Essas amostras seguiram para andlise de quantidade de proteinas totais,

contagem total e diferencial de leucocitos e quantificacdo dos mediadores quimicos.



55

Figura 9 - Protocolo de pleurisia alérgica
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Fonte: (Do autor, 2015).

Os animais foram sensibilizados por via subcutidnea dorsal uma tnica vez no dia 0 com 50 pg de OVA +
Al(OH); em 200 pL de salina estéril. Passados 14 dias, os animais, em jejum prévio de 4 h, foram submetidos a
um pré-tratamento por v. 0. com o veiculo (200 pL de salina) para o grupo controle, dexametasona 10 mg/ kg
para o controle tratado (positivo) ou suspensdo contendo 500 mg/ kg dos pulverizados das peles dos peixes AM e
SH para os grupos teste. Apds 1 h, os animais foram desafiados por via i.pl. com 50 pg de OVA em 100 pL de
salina estéril. A eutanasia foi realizada 24 h apds o desafio para a obtengdo do lavado pleural.

3.2.3 Inflamacdo pulmonar alérgica

O protocolo utilizado para o procedimento de inflamagdo pulmonar alérgica foi
adaptado de (RODRIGUES et al., 2012). A indugdo do processo inflamatorio alérgico
pulmonar foi realizada ap6s dois eventos de sensibilizagdo com OVA por via subcutdnea no
dorso do animal. A primeira sensibilizagdo com OVA ocorreu no dia 0 (50 pug OVA+ 5 mg
AI(OH)3/ 200 ul). Sete dias apos foi feito o reforco (Booster) da sensibilizagdo com OVA
repetindo o procedimento da primeira etapa. Seguidos onze dias do refor¢o, no décimo sétimo
dia, apds um periodo de jejum maximo de quatro horas, foram iniciados os tratamentos com o
farmaco controle, dexametasona, na dose de 10 mg/ kg e com os pulverizados das peles dos
peixes SH e AM (500 mg/ kg) e salina (veiculo) para o controle OVA, neste dia ndo houve
desafio. Nos décimo oitavo, décimo nono e vigésimo dias, todos os tratamentos foram
administrados (v.0.) para os animais em jejum, 1 h antes de cada evento de desafio via
intranasal (in.) com ovalbumina em salina estéril (100 pg/ 25 pL) nos animais anestesiados
com ketamina 35 mg e xilazina 5 mg em 200 ul i.p..

Vinte e quatro horas apds o ultimo dia de desafio, no vigésimo primeiro dia, os
animais foram eutanasiados e a traquéia foi exposta para canulacdo com auxilio de um tubo de
polietileno para realizacdo o lavado broncoalveolar com inje¢do de 1 mL de PBS/ EDTA 10
mM, pH 7,4 estéril recolhido na propria seringa utilizada para injecdo. O lavado coletado foi
encaminhado para posterior analise de teor protéico, contagem total e diferencial de

leucocitos.
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Figura 10 - Protocolo de Inflamagdo pulmonar alérgica
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Fonte: (Adaptado de RODRIGUES et al., 2012).

Os animais foram sensibilizados por via subcutanea dorsal no dia 0 com 50 pg de OVA + AI(OH)z;em 200 pL de
salina estéril. O booster (refor¢o da sensibilizaggo) foi realizado no 7° dia conforme o descrito na etapa anterior.
Passados 17 dias da primeira sensibiliza¢do, os animais, em jejum prévio de 4 h, foram submetidos a um pré-
tratamento por v.o. com o veiculo (200 uL de salina) para o controle negativo, dexametasona 1 mg/ kg para o
controle tratado (positivo) ou suspensdo contendo 500 mg/ kg dos pulverizados das peles dos peixes AM e SH
para os grupos teste. Nos dias 18, 19 e 20, 1 hapos cada tratamento, os animais foram anestesiados com 35 mg de
ketamina e 5 mg de xilazina em 200 pL de salina estéril por via i.p., e desafiados por instilacdio com 100 pg
deOVA em 25pL de salina estéril. A eutanasia foi realizada 24 h ap6s o ulitmo desafio para coleta do lavado
broncoalveolar e sangue periférico.

3.2.4 Edema de pata com ovalbumina

Camundongos Balb/c foram préviamente sensibilizados com 50 pg OVA+ 5 mg
AI(OH)s/ 200 pL por via subcutdnea na regido dorsal. Apos 14 dias, os animais foram
colocados em jejum por 4 h, em seguida foi feito o pré-tratamento com as suspensoes
contendo o pulverizado das peles dos peixes AM e SH na dose de 500 mg/ kg, salina (veiculo)
para o grupo controle negativo, ou dexametasona (10 mg/ kg) para o grupo controle positivo
(v.0). Passada 1 h do tratamento, todos os animais foram desafiados com uma injecdo na
regido subplantar da pata traseira direita com ovalbumina (50 pg/ 50 uL) e na pata esquerda
com 50 uL de salina estéril 0,9%. Decorrentes: 30, 60, 120 e 180 minutos da indugdo com
OVA, as afericoes dos volumes das patas foram realizadas em pletismometro (UGO
BASILE®). As medidas foram baseadas nas variagdes de volume obtidas com a imersio da
pata dos animais até o maléolo lateral do calcanhar. O delta (A) do volume das patas foi
calculado pela diferenga entre afericdes das patas direita e esquerda (controle) e expressos em

funcdo do tempo.
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3.2.5 Edema de pata induzido por histamina

Animais em jejum de 4h foram tratados com os pos das peles dos peixes AM e SH na
dose de 500 mg/ kg, salina (veiculo) ou com o anti-histaminico prometazina (10 mg/ kg) por
via intramuscular (im.). Passada 1h do tratamento, todos os animais foram injetados na regiao
subplantar da pata traseira direita com histamina (100 pg/ 50 pl) e na pata esquerda com 50 pl
de salina estéril 0,9%. Decorrentes: 15, 30 ¢ 60 minutos da inducdo com histamina, as
aferides dos volumes das patas foram realizadas em pletismometro (UGO BASILE®). As
medidas foram baseadas nas variagdes de volume obtidas com a imersdo da pata dos animais
até o maléolo lateral do calcanhar. O delta (A) do volume das patas foi calculado pela
diferenca entre afericdes das patas direita e esquerda (controle) e expressos em funcdo do

tempo.

3.3 Processamento de amostras

3.3.1 Processamento dos lavados pleurais, broncoalveolares e sangue periférico

Para avaliacdo da leucometria total dos lavados coletadosnos ensaios de pleurisia
einflamacdo pulmonar e do sangue periférico coletado da cauda dos camundongos, foram
feitas as dilui¢des em liquido de Turk, foram utilizadas as dilui¢des nas proporgdes de 1:10
para lavados broncoalveolares ou 1:40 para lavados pleurais e sangue periférico. Foi pipetada
uma aliquota de 10 pL da dilui¢do para preenchimento do reticulo da camara de Neubauer,
deixando em seguida, em repouso, para sedimentagdo das células. A contagem de todos os
leucocitos dos quadrantes laterais da camara foi realizada em microscopio binocular da marca

NIKON ECLIPSE E100 LED no aumento de 40 x.

3.3.2 Contagem diferencial dos lavados pleurais, broncoalveolares e do sangue periférico

dos animais utilizados nos modelos pleurisia e inflamag@o pulmonar alérgica

Para preparagdo da lamina dos lavados, o numero de células totaisfoi para a proporcao
de 10° células/ mL em 100 pL de solugdo final, seguindo para citocentrifuga ALB 12
INBRAS para rotagdo por 49,1 x gdurante 5 minutos. As ldminasforam deixadas em repouso

para secagem e, em seguida, coradas.
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O esfregaco foi realizado ao aplicar uma gota de sangue da ponta da cauda dos
camundongos anestesiados sobre a extremidade da lamina e com o auxilio outra lamina,
inclinada em 45° foi feita a extensdo da gota, deslizando uniformemente até a outra
extremidade da lamina, formando uma pelicula sobre a lamina de vidro. Os esfregacos
aguardaram a secagem completa para seguir para etapa de coloragao.

A coloragdo de todas as ladminas foi realizada pelo método Panoptico de Pappeinheim
(May-Gruwnwald-Giemsa), com o kit comercial Pandtico Rapido da marca Laborclin, por
meio de imersdoes de 1 minuto nas 3 solu¢des do kit, na sequéncia recomendada pelo
fabricante: solucdo de triarilmetano a 0,1%, em seguida solug¢do de xantenos a 0,1%e na
solucdo de tiazinas a 0,1%, finalizando com lavagem em 4gua destilada e secagem ao ar.

Foram contados 100 leucécitos por cada lamina, utilizando contador mecéanico com a
finalidade de identificacdo das propor¢des percentuais de cada tipo (mononucleares,
neutrofilos e eosindfilos). Os valores percentuais foram aplicados a contagem total dos

lavados ou sangue total, para quantificacao dos tipos celulares em cada amostra.

3.3.3 Analise de proteinastotais dos lavados

Foram retirados 5 pL. dos sobrenadantes dos lavados e transferidos para placa de 96
pocos de fundo chato. A curva padrdo de proteina foi feita com albumina de soro fetal
bovino (BSA) em quatro pontos de concentracao (1,4; 0,7; 0,35 ¢ 0,17 mg/ mL) utilizando
o PBS para dilui¢des e para o branco. Em seguida adicionou-se 245 puL do Reagente de
Bradford (Sigma — B6916) (BRADFORD, 1976) em todos os pogos. Ap6s 15 minutos em
abrigo da luz a absorbancia foi mensurada em leitor de microplaca SpectraMax M5/

Molecular Devices a 595 nm, os valores foram processados em software SoftMax Pro 5.3.

3.3.4 Quantificagdo dos mediadores inflamatérios

A quantificagdo dos mediadores inflamatorios IL-5, Eotaxina-1 (CCL11) e RANTES
(CCLS5) foi realizada nos lavados pleurais recuperados dos animais utilizados em ensaio de
pleurisia, 24hs ap6s estimulagdo com OVA (12,5 pg/ cavidade). Os niveis destas citocinas
foram avaliados pelo teste ELISA (do inglés “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay),
usando anticorposmarcadosda marca R&D Systems. Na primeira etapa (coating) os anticorpos
de captura purificados anti-IL-5, anti-CCL11 e anti-CCL5 foram adicionados,

individualmente, em placas de 96 pogos da marca MaxiSorp, junto a S0uL/ pogo de tampao
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de cobertura. Apos 24 h de incubagdo a 4° C, as placas foram lavadas em duas etapas com 200
uL/ poco de PBS/ Tween. O bloqueio foi realizado com PBS/ BSA 1%, seguido de 1 h de
incubacdo em temperatura ambiente e quatro etapas de lavagem com PBS/ BSA 1%. Na
sequéncia, juntamente com 50 pL das amostras, foi adicionadotampao PBS/BSA 1%
contendo dilui¢do seriada com quantidades conhecidas da citocina de interesse, para gerar
curva padrdo. Novamente foi realizada a incubagdo a 4° C por 24 h. Para detecgdo, foi
adicionado anticorpo conjugado a biotina em 100 pL/ pogo da soluciode PBS-BSA 1%.
Decorridal h, novamente foram realizadas quatro etapas de lavagemcom PBS/ Tween. Em
seguida adicionou-se 1: 500 da enzima estreptoavidina conjugada a peroxidase diluida em 50
uL de PBS-BSA 1% apos 30 minutos foi realizada nova lavagem com PBS/ Tween em seis
etapas. Finalmente foi adicionado como substrato o tampao perborato (12,15 mg/ mL) com
OPD (0,5 mg/ ml) em 100 puL/ poco de acido sulfurico 2M. A leitura da placa foi realizada em
fluorimetro SpectraMax*M5/ MolecularDevices a 490nm e os valores processados em

software SoftMax Pro 5.3.

3.4  ANALISE DE LINFONODOS DOS ANIMAIS DO ENSAIO DE EDEMA DE PATA
COM OVA

3.4.1 Preparo dos homogenatos dos linfonodos para avaliagdo das populagdes de linfocitos

T e linfocitos T ativados para avaliacdo por citometria de fluxo

Os camundongos utilizados em ensaio de edema de pata induzido por OVA
retornaram ao biotério onde permaneceram por mais 72 h para expansdo clonal e acumulagao
de linfocitos envolvidos no processo inflamatério em linfonodo popliteoda pata direita,
localizado no fluxo celular mais préximo ao local da realizagdo do estimulo com OVA. Os
animais foram entdo eutanasiados para a coleta do referido linfonodo. Os 6rgdos foram
pesados, em seguida foi realizada a dissociagdo mecanica em placa de Petri e
homogeneizacao em 500 uL de tampao PBS, pH 7,2. O homogenatoobtido seguiu para
contagem de leucocitos em cadmara de Neubauer. Em seguida foi realizado o ajuste da
quantidade de célulaspara a ordem de 10° células/ mL para marcagdo e avaliagdo em

citometria de fluxo.
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3.4.2 Avaliagdo do efeito da pele dos peixes porco sobre a populagdo de células T ativadas

por citometria de fluxo

Uma aliquota de 50 pLL dos homogenatos dos linfonodosfoi utilizada para marcagao de
células T e células T ativadas com os anticorpos monoclonais anti CD3 conjugado ao
fluor6foro PerCP-Cy™ 5.5 e o anticorpo monoclonal anti CD25 conjugado ao fluordéforo
FITC, ambos da marca EXBIO (T9-578-C100) e (1F-614-C100) respectivamente. As
amostras foram ressuspendidas em 500 pL. de PBS azida 0,1% e as suspensdes celulares
foram avaliadas por citometria de fluxo (FACSCalibur, BD Biosciences). A andlise por
citometria de fluxo permitiu a aquisi¢do de parametros morfoldgicos referentes aos desvios da
luz provocados pelo tamanho da célula, corte transversal, provocado pelo desvio frontal
(Foward Scatter: FSC) e pela granulosidade celular, referente ao indice de refracdo dos
granulos da célula adquiridos no Side Scatter, (SSD). Além destes parametros, a marcagao
dos indicadores fenotipicos acima descritos permitiu a diferenciacio de células T CD3" e
células T ativadas que passam a expressar o indicador fenotipico de ativagdo, apresentando o

fenodtipo CD3"/CD25".

3.5 Cultura de células

As células da linhagem RBL-2H3 foram adquiridas do Labortatorio de Inflamagao no
IOC — FIOCRUZ e cultivadas em meio DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s (Sigma —
R8755) contendo 100 U/ mL de penicilina e 0,1 mg/ mL de estreptomicina, suplementado
com 15% de SFB.

As células da linhagem de macrofagos murinos J774-A1 foram adquiridas do
Laboratorio de Farmacologia Aplicada em Farmanguinhos - FIOCRUZ e cultivadas em
DMEM (Sigma — R8755) contendo os antibidticos penincilina e estreptomicina nas

concentragdes de 100 U/ mL e suplementado com 10% SFB.

3.5.1 Ensaio de B-Hexoaminidase com linhagem basofilica RBL-2H3 in vitro

A avaliagdo da degranulagdo de RBL-2H3 foi realizada pela da quantifica¢do da taxa
de liberagdo de B-hexosaminidase (B-hex) no sobrenadante da cultura, conforme descrito em
HAN et al., 2009. Para realizacdao do ensaio, cé¢lulas em confluéncia foram tripsinizadas com

uma solu¢do a 0,125% (Gibco BRL) e EDTA 0,02% (Sigma Chemical Co.), 1,25 x
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10°células/pogo foram semeadas em placas de 48 pogos. Para avaliagdo de degranulagio, as
células foram sensibilizadas com IgE especifica anti-dinitrofenol (DNP) (1 pg/ mL, Sigma
Chemical Co.) e incubadas por 20 h. Apds lavagem, as células foram incubadas com 20 pL da
diluicao do p6 da pele dos peixes e produtos da hidrolise (pellet e sobrenadante) nas
concentragdes de 400 pg/ mL, 200 pg/ mL, 100 pg/ mL, 50 pg/ mL em meio tyrode durante
1 h. Apods esse periodo, as células foram estimuladas com DNP-BSA (10 ng/mL) durante 45
min. O sobrenadante foi recolhido e as células foram lisadas com 20 pL de Triton X-100, 1%.
Em seguida, 10 pL do sobrenadante da cultura e do lisado celular foram incubados
separadamente com 40 pL do substrato (p-nitrofenil-B-D.2-acetamido-2-deoxi-
glicopiranosideo 4 mM em tampao de citrato de soédio, pH 4,5). A reagdo foi interrompida
com a adicao de 150 uL de glicina 0,2 M. Aquantidade de B-hexosaminidaseno sobrenadante
foi medidapor espectrofotometriano comprimento de onda de 405 nm. A liberagdo de f-
hexosaminidase foi expressa como percentagem da P-hexosaminidase total presente na

célula.

3.5.2 Avaliacao da capacidade inibitéria da produgdo de 6xido nitrico em cultura de

macréfagos murinos J774-A1 por meio do método de Griess in vitro

As células J774-A1 foram destribuidas em placas de 96 pocos na concentragao de 1,0
x 10°/ pogo (50 pL) em triplicata para os controles e para todas as concentra¢des de
tratamentos. Na sequéncia, foi feito um pré-tratamento com dilui¢des da pele dos peixes AM
e SH e dos materiais hidrolisados (pellet e sobreanadante) nas concentracgdes de 50, 100, 200 e
400 pg/ mL, e como controle farmacologico foi utilizado o diclofenaco (Sigma D6899106) na
concentracdo de 50 ug/ mL e a dexametasona (Sigma D175,6-1G) na concentracdo de 20 pg/
mL. A placa foi incubada por 1 h em estufa com 5% CO;a 37° C. O volume final das células
com o tratamento foi de 100 pL. Ao final de 1 h foi acrescida uma solugdo de 100 uL. do meio
de cultura contendo o estimulo lipopolissacarideo (LPS) de E.coli 055:B5 (Sigma-Aldrich) na
concentracdo de 1 pg/ mL em cada poco. Em seguida, a placa retornou a estufa a 5% CO,/
37° C onde permaneceu por 24 h para posterior avaliagdo. Para realiza¢ao da avaliagdo do
teor de nitrito presente no sobrenadante da cultura, foi necessario transferir 100 uL do
sobrenadante de cada poco para outra placa. Em seguida foi feita uma curva padrio contendo
NO;," em concentragdes conhecidas (100, 50, 25, 12,5 ¢ 6,25 uM) em volume final de 100 pL.
Para leitura foi adicionado a cada pogo 100 uL dos reagentes de Griess na propor¢ao de

1(Reagente A):1(Reagente B), preparado imediatamente antes do uso. A leitura foi realizada
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em espectrofotometro a 540 nm, utilizando o software SoftMax Pro® versdo 5,0 — Molecular

Devices. Os resultados obtidos foram expressos em concentracdo uM de NO;".

3.5.3  Viabilidade celular pelo método da resazurina (ALAMARBLUE®)

As células das culturas de Macrofagos murinos J774-A1 e da linhagem basofilica
RBL-2H3 foram distribuidas em placas individuais de 96 pocos na densidade de 2,5 x 10°
células/ pogo (100 puL). Cada grupo, em triplicata, recebeu 100 uL das substancias teste nas
mesmas concentragdes estabelecidas para os ensaios de atividade in vitro. Foi feita uma curva
de densidades de 4,0; 2,0; 1,0; 0,5 e 0,25 x 10° células para uso como curva padrdo, de modo a
estabelecer o percentual de viabilidade celular mediante a comparagdo com a producao de
resorfurina obtidas de células viaveis nas diferentes densidades e valores das leituras dos
pocos submetidos aos tratamentos teste. Em seguida as placas foram colocadas na estufa com
5% CO,a 37° C. Apo6s 20 hs as placas receberam 20 pL do reagente resazurina e retornaram a
estufa para incubag@o por mais 4 h. Apds esse periodo, foi realizada a leitura em fluorimetro,
na faixa de excitacdo em 555 nm e emissdo em 585 nm, utilizando o software SoftMax Pro®
versao 5.0 — Molecular Devices. Os resultados foram expressos em valores percentuais + erro

padrdo comparado ao controle sem tratamento.

3.6  Avaliag¢ao quimica preliminar

3.6.1 Quantificagdo proteica

A determinagdao da quantidade de proteinas totais foi realizada pelo método
Bradford (1976), usando albumina de soro bovino (BSA) como padrdao. O reagente foi
preparado a partir de 100mg de Coomassie” Azul Brilhante G-250 solubilizado em 50 ml de
etanol 95% e 100 ml acido fosforico 85%. A solugdo foi diluida para um volume final de 1L,
filtrada e utilizada para a dosagem de proteinas.

No preparo das amostras, Img do pulverizado das peles dos peixes e dos materiais
liofilizados provenientes da hidrolise enzimatica (sobrenadante e pellet) foram
solubilizados em ImL de dgua destilada. Destas dilui¢cdes, 10uL. das amostras foram
adicionados em 990ul do reagente de Bradford e a quantificacdo foi realizada em
espectrofotometro a 595 nm. Esta metodologia se baseia na absorvancia maxima de uma

solucdo acida de Azul de Comassie que se liga as proteinas que possuem aminoacidos
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com cadeias laterais basicas ou aromaticas. Para a determinagdo da quantidade de
proteinas totais das amostras, foi feita uma dilui¢cdo seriada do padrdo BSA de 1000 a 3

png/ mL.

3.6.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil-sulfato de s6dio (SDS-PAGE)

As corridas eletroforéticas foram realizadas em géis de poliacrilamida contendo o
detergente anidnico dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE), utilizando as condigdes descritas
por Laemmli (1970) em um sistema de eletroforese Mini-protean Il (Bio-Rad). O perfil
proteico do pulverizado da pele dos peixes foi analisado em géis de 10% e a avalia¢do dos
hidrolisados em 15% de acrilamida. Cerca de 1 mg das amostras foram diluidas em tampao de
amostra, preparado a partir de 3 mg de Azul de bromofenol diluidos em 1,2 mL de 0,5M Tris-
HCI pH 6,8, 1,0 mL de dodecil sultafo de s6dio a 20% e 1,0 mL de glicerol. Para o uso, a
solugdo foi diluida 6 vezes e em condigdes redutoras foi adicionado o agente redutor de
pontes dissulfeto f-mercaptoetanol, na concentracgao final de 10%.

Antes de serem aplicadas no gel, as amostras passaram por um tratamento prévio de
desnaturagao (5 min a 100°C). A corrida eletroforética ocorreu com um diferencial de
potencial de 100 volts durante cerca de 3 h e ao final as bandas foram reveladas com azul de

Coomassie® Azul Brilhante R-250.

3.7 Analise estatistica

Os resultados dos ensaios in vivo foram apresentados como médias + erro padrdo das
médias envolvendo seis ou mais animais. Os grupos tratados foram comparados com o grupo
controle por meio do teste “t” de Student. As avaliagdes in vitro e os dados dos ensaios de
toxicidade oral aguda foram tratados pela analise de variancia (ANOVA) seguido do pos-teste
Student-Newman-Keus. A ferramenta empregada para fins estatisticos em todos os testes foi o
software GraphPad Prism 5.01 (San Diego, CA, USA). As diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Pleurisia com ova

Utilizamos inicialmente o modelo de pleurisia alérgica, a fim de obter a melhor dose
para as futuras avaliagdes da atividade antialérgica do pulverizado da pele dos peixes. Neste
ensaio os animais previamente sensibilizados com OVA, divididos em grupos de n> 6
receberam tratamento com 125, 250, 500 e 750 mg/ kg dos pulverizados das peles dos peixes
AM e SH Passado o periodo de 1 h, foi realizado o desafio i.pl. com OVA. Apds 24 h,foi feita

a eutanasia e a coleta do lavado.

4.1.1. Curva dose resposta com o pulverizado da pele do peixe Aluterus monoceros

A menor dose comatividadeantialérgica do pulverizado da pele do peixe AM foi a
dose de 500 mg/kg. Como € possivel verificar na figura 11A,0 tratamento com 10 mg/ kg de
dexametasona reduziu o nimero de células totais no lavado pleural em aproximadamente 55%
(10,56+ 1,64x 10° células/ cavidade (cav.),ao passo que com a administracio de 500 mg/ kg
do pulverizado da pele do peixe AM foi possivel obterredu¢do de aproximadamente 40%do
infiltrado inflamatdrio total na cavidade pleural(14,41+ 1,26 x 10° células/ cav., n>10), frente
ao grupo estimulado (23,72+ 1,91 x 10’ células/ cav., n>10).

A figura 11D apresenta a contagem de eosinofilos, o principal grupo celular implicado
nos processos alergicos, nesta figura, o grupo controle negativo apresentou contagem de3,69+
0,64 x 10° células/ cavidade, n>10, o grupocontrole positivo (dexametasona)mostrou redugio
do infiltrado eosinofilico em 69% (1,13+ 0,29 cav., n>10), e o grupo que recebeu a dose de
500 mg/ kg da pele do peixe AM mostrou reduzir em48%a contagem de eosinofilosnos
lavados pleurais (1,93+ 0,34 x 10° células/ cavidade, n>10).Com a dose de 500 mg/ kg foi
possivel observar reducdo neutrofilica de aproximadamente 40% ede 36% para a populagdo
de mononucleares (figuras 11C e 11B, respectivamente). Escolhemos esta dose de 500 mg/ kg
para dar prosseguimento as avaliagdes seguintes, pela reducdo do infiltrado leucocitario
obtida. As doses de 125 mg/ kg e 250 mg/ kg ndo apresentaram significancia estatistica na
comparagdo com o grupo estimulado. A dose de 750 mg/ kg foi inviabilizada em fungdo de
dificuldades durante administracdo da suspensdo do po6 da pele do peixe, pois seus fragmentos

em maior concentracao acarretavam o entupimento da canula gastroesofagica.
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Figura 11 - Efeito de diferentes doses da pele do peixe A.monoceros no modelo de pleurisia
alérgica induzida por ovalbumina
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Fonte: (Do autor, 2015).

Animais foram tratados lh antes do desafio com ova (12,5 pg/100 pl — i.pl.). Apds 24h, os animais foram
eutanasiados para obtengdo do lavado pleural e contagem de células presentes no lavado: leucdcitos totais (A),
mononucleares (B), neutréfilos (C) e eosinodfilos (D). Os resultados foram expressos como média + erro padréo
da média (EPM), n> 6/grupo. O sinal (*) indica a significancia estatistica entre os grupos: estimulados e tratados
(Dexa e pulverizados) e estimulado e ndo tratado (OVA), (p< 0,05). O marcador (#) indica significancia
estatistica entre os grupos desafiados com ovalbumina e controle salina (p< 0,05).

4.1.2. Curva dose resposta com a pele do peixe SH

Relativo ao efeito da pele do peixe SH sobre a resposta inflamatéria induzida por
OVA na cavidade pleural, obtivemos padrdo semelhante a resposta verificada com o
tratamento utilizando a pele do peixe AM. A dose de 500 mg/ kg foi a menor dose capaz de
produzirredugdo de40% do infiltrado leucocitario totalnos lavados pleurais (21,15+ 2,48 x 10
células/ cav., n>10) (figura 12A), comparada a 55% como obtido com 10 mg/ kg de
dexametasona (15,94 3,10 x 10> células/ cav., n>10), versus o grupo estimulado e ndo
tratado(35,61+ 4,21 x 10° células/ cavidade, n>10).

Quanto ao aciimulo eosinofilico apresentado na figura 12D, o pré-tratamento com 500

mg/ kg da pele do peixe SH possibilitou redugdo de 53%(2,92+ 0,54 x 10° células/ cav.,
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n>10), comparado ao obtido 66% com o farmaco de referéncia (2,10+ 0,45 x 10° células/ cav.,
n>10), frente ao grupo induzido com OVA (6,26+ 0,94 x 10° células/ cavidade, n>10).

Foi verificadapara esta mesma dose, uma redugdo do infiltrado neutrofilico de 43% e
reducdo de 31%na contagem de mononucleares nos lavados pleurais, conforme o apresentado
nas figuras12C e 12B respectivamente. Em fun¢@o da resposta obtida a dose de 500 mg/ kg,
esta foi selecionada para a continuidade das avaliagdes. Para os tratamentos com as doses de
125 mg/ kg e 250 mg/ kg nao houve estatistica(p> 0,05) na comparagdo com o grupo controle
estimulado. A dose de 750 mg/ kg foi inviabilizada em funcdo de dificuldades durante
administracdo da suspensdo do p6 da pele do peixe, pois seus fragmentos em maior

concentragdo acarretavam o entupimento da canula gastroesofagica.

Figura 12 - Efeito de diferentes doses da pele do peixe S. hispidus no modelo de pleurisia
alérgica induzida por ovalbumina
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Fonte: (Do autor, 2015).

Animais foram tratados 1h antes do desafio com ova (12,5 pg/100 pl — i.pl.). Apds 24h, os animais foram
eutanasiados para obteng@o do lavado pleural e contagem de células presentes no lavado: leucdcitos totais (A),
mononucleares (B), neutrofilos (C) e eosindfilos (D).Os resultados foram expressos como média + erro padrao
da média (EPM), n> 6/grupo. O sinal (*) indica a significancia estatistica entre os grupos: estimulados e tratados
(Dexa e pulverizados) e estimulado e ndo tratado (OVA), (p< 0,05). O marcador (#) indica significancia
estatistica entre os grupos desafiados com ovalbumina e controle salina (p< 0,05).
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4.1.3. Dosagem de proteina pelo método de Bradford e de mediadores inflamatdrios no

lavado pleural

Com o intuito de avaliar se o tratamento com as suspensoes dos pulverizados das peles
dos peixes AM e SH poderiamprovocar alteragdesna quantidade de proteinas totais e no
acimulo dos mediadores inflamatorios implicados nestes processos, o proximo passo foi
realizar a dosagem de proteinas totais nos lavados pleurais pelo método de Bradford, bem
como a citocina IL-5 e as quimiocinas atraentes de eosindfilos CCL11 (eotaxina-1) e CCLS5
(RANTES). Com essas avaliagdes, vimos que ndo houve reducao significativa do exsudado
pleural diante do tratamento com a pele do peixe AM (p> 0,05), embora seja possivel
observar alguma redu¢do, conforme afigura 13A. Referente ao tratamento com a pele do peixe
SH, houve diminuicao significativa aproximadamente 25% do exsudado protéico presente nos
lavados pleurais (0,690+ 0,06 mg/ml, n=10 para o grupo estimuladonao tratado (OVA), frente
a 0,52+ 0,04 mg/ml, n=10, para o grupo pré tratado com 500 mg/ kg do pulverizado da pele
do peixe SH).A figura 13B mostra que ndo houve alteracdo significativa da producao de IL-5
entre os gruposveiculo epré-tratados com as peles dos peixes. Por outro lado, houve
diminui¢do da acumulagdo de eotaxina-1 ¢ RANTES nos lavados pleurais, conforme o
ilustrado na figural3C e 13D. De acordo com os resultados apresentados, na figura 13C
houve redugdo de 21% do acimulo de eotaxina-1 no lavado pleural do grupo pré-tratado com
a pele do peixe AM enquanto, no lavado pleural do grupo pré-tratado com a pele do peixe SH,
a reducdo foi de 28% quando comparados ao grupo estimulado/ ndo tratado. Na figura 13D
vimos uma restri¢ao nos teores de RANTES encontrados,de 34% ao comparar os animais que
receberam a suspensdo do pd da pele do peixe AM e de 45% quando se tratavam dos animais
que receberam a suspensao do pdda pele do peixe SH, com os animais que foram estimulados

e ndo tratados.
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Figura 13 - Efeito do tratamento oral com as peles de peixe-porco dos peixes AM e SH no na
quantidade de proteinas totais e na producdo de IL-5, CCL11 (Eotaxina-1), e CCLS5
(RANTES) nos lavado  pleurais de  animais  desafiados com  OVA.
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Fonte: (Do autor, 2017).

Os niveis de proteina foram determinados pelo método de Bradford (em A) epor meio da técnica de ELISA
adosagemda interleucina IL-5 (B) e quimiocinas Eotaxina-1 (C) e RANTES (D) no lavado pleural recolhido 24h
apos desafio. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM),n>6/grupo. O sinal (*)
indica a significancia estatistica entre os grupos: estimulados e tratados (Dexa e pulverizados) e estimulado e ndo
tratado (OVA), (p< 0,05). O marcador (#) indica significancia estatistica entre os grupos desafiados com
ovalbumina e controle salina (p< 0,05).

4.2 Inflamac¢io pulmonar alérgica

4.2.1 Avaliagao da celularidade nos lavados broncoalveolares

Na avaliacao apresentada na figura 14 as contagens totais e diferenciais revelaram que
o tratamento com os pulverizados das peles de AM e SH, 1 h antes do desafio (in.), foram
capazes de reduzir o infiltrado leucocitario total no lavado broncoalveolar de forma
equivalente (figura 14A) em torno 42% para ambas as peles (3,31+ 0,38 células/ cavidade,
para grupo tratado com a pele AM; 3,26+ 0,44 células/ cavidade para o tratado com a SH e
5,65+ 0,56 células/ cavidade, para o grupo estimulado, n>10) obtendo resultado similar

adexametasona que promoveu inibicdo de 45% do influxo (3,09+ 0,36 células/ cavidade,
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n>10). A reducdo eosinofilica ¢ apresentada na figura 14D, a dexametasona reduziu em 93%
o infiltrado, atingindo niveis basais (0,05+0,02 células/cav., n>10), ja os tratamentos
avaliados promoveram reducdo em torno de 52% para ambos os pulverizados (0,71+ 0,12
células/ cav., para o grupo estimulado (OVA), 0,338 + 0,13 células/ cav.,para grupo tratado
com AM e 0,35+ 0,09 células/ cav., para o grupo tratado com SH, n>10). Quanto a populacao
de neutrofilos apresentada na figura 14C presentes no lavado broncoalveolar, o pulverizado
AM inibiu a acumulacdo em 57% dos neutrdfilos ao passo que a pele do peixe SH foi capaz

de inibir 49% da acumulagao neutrofilica.

Figura 14 - Efeito do tratamento com 500 mg/kg (v.o0.) da pele dos peixes 4. monoceros € S.
hispidus sobre o infiltrado inflamatério no lavado broncoalveolar
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Fonte: (Do autor, 2017).
A pele seca e triturada dos dois peixes foi administrada durante 4 dias consecutivos. O desafio com ovalbumina

(via intranasal — 100 pg/25 pl - in.) foi realizado a partir do segundo dia de tratamento, lh antes de cada desafio.
Ap6s 24 h do ultimo desafio, os animais foram eutanasiados para realizagdo do lavado broncoalveolar e
contagem de células presentes: leucdcitos totais (A), mononucleares (B), neutrofilos (C) e eosindfilos (D). Os
resultados foram expressos como média + erro padrio da média (EPM), n>10/grupo. O sinal (*) indica a
significancia estatistica entre os grupos: estimulados e tratados (Dexa e pulverizados) e estimulado e ndo tratado
(OVA), (p< 0,05). O marcador (#) indica significancia estatistica entre os grupos desafiados com ovalbumina e
controle salina (p< 0,05).
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4.2.2  Leucometria total e diferencial do sangue dos animais utilizados no protocolo de inflamagao

pulmonar.

Nesta etapa investigamos os perfis de celularidade do sangue periférico dos animais
submetidos ao protocolo de inflamagao pulmonar, tratadose nao tratados com os pulverizados.
Utilizamos o sangue da cauda dos animais para contagem leucocitaria total e diferencial e
verificamos uma redugdo significativa (p< 0,05) em torno de 25% da leucometria total para os
animais tratados com ambos os pulverizados, conforme o apresentado na figura 15A (14,26+
1,13 x 10° células/ mm® obtidas com o tratamento AM e 14,72 £ 0,93 x 10° células/ mm® com
a pele SH contra 19,25 + 1,64 x 10° células/ mm’ do grupo controle (OVA), n>10). A
deplecdao eosinofilica no sangue periférico, conforme o observado na figura 15D, foi
equivalente entre os tratamentos com as duas peles AM e SH (0,75+ 0,11 x 10° células/ mm®
da pele do peixe AM e 0,72+ 0,09 x 10° células/ mm® da pele do peixe SH, contra 1,376+
0,20x 10’ células/ mm’dos animais estimulados néo tratados, n>10) representando reducéo de

45% e 48% para os pulverizados das peles dos peixes AM e SH, respectivamente.

Figura 15 - Efeito do tratamento com 500 mg/kg da pele dos peixes sobre a contagem de
leucocitos sanguineos em camara de Neubauer.
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O sangue periférico foi obtido da cauda dos camundongos utilizados no ensaio experimental de inflamagéo
pulmonar alérgica na dilui¢do de 1:100 em Turk. A contagem diferrencial foi obtida por meio de esfregaco
utilizando o método da gota espessa e coloragdo GIEMSA. Sa3o apresentados na figura os valores obtidos de
leucocitos totais (A), mononucleares (B), neutréfilos (C) e eosindfilos (D) presentes no sangue periférico. Os
resultados foram expressos como média + erro padrio da média (EPM), n>10/grupo. O sinal (*) indica a
significancia estatistica entre os grupos: estimulados e tratados (Dexa e pulverizados) e estimulado e ndo tratado
(OVA), (p< 0,05). O marcador (#) indica significancia estatistica entre os grupos desafiados com ovalbumina e
controle salina (p< 0,05).

4.3 Efeito antiedematogénico das peles dos peixes

4.3.1 Efeito do tratamento com os pulverizados das peles dos peixes AM e SH sobre o

edema de pata induzido por OVA

Para fins de avaliagao do efeito antiedematogénico dos pulverizados das peles dos
peixes AM e SH realizamos ensaios de edema de pata induzido com ovalbumina, em animais
préviamente sensibilizados. As aferi¢gdes foram feitas em pletismOmentro nos tempos de 30,
60, 120 e 180 minutos com a finalidade de estudara variagdo da permeabilidade vascular
produzida com os diferentes tratamentos. Os resultados apresentados na figura 16 mostram
que o pré-tratamento com os pulverizados das peles dos peixes foi capaz de inibir
significativamente o edema de pata, apoés lh da realizagdo do estimulo com o alérgeno
(momento de maior expressao do edema). A pele do peixe AM inibiu o edema de pata em
55%, efeito proximo ao produzido pelo farmaco de referéncia, a dexametasona, inibiu 58% da
formag¢ao do edema, ao passo que o pré-tratamento com a pele do peixe SH produziu inibi¢ao
de 69%, obtido pela média + erro padrdo do delta entre as patas estimulada (direita) e salina

(esquerda).
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Figura 16 - Efeito do tratamento com a pele dos peixes sobre o edema de pata induzido por
ovalbumina
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Fonte: (Do autor, 2017).

A avaliagdo do edema foi obtida pela média + erro padrdo das diferengas (A) entre as patas traseiras dos
camundongos. A direita foi estimulada com histamina 50 pg/50 pl e a esquerda foi o controle e recebeu 50 pul de
salina estéril. Os grupos tratados receberam dexametasona (10 mg/ kg; i.m.) como controle farmacologico, ou
500 mg/ kg da pele dos peixes A. monoceros e S. hispidus triturada em suspensdo salina por gavagem (v.0.), 1 h
antes da injecdo intraplantar com ovalbumina. Cada ponto representa a média = EPM (erro padrao da média) de
n>7/grupo. O simbolo (*) indica a significancia estatistica ao nivel de (p< 0,05).

4.3.2 Efeito do tratamento com os pulverizados das peles dos peixes AM e SH sobre o

edema de pata induzido por histamina

Partimos para avaliacdo do envolvimento de mediadores iniciadores do processo, para
fins de investigar indicios de mecanismos de a¢do relacionados ao efeito anti inflamatorio da
pele dos peixes. Assim sendo, realizamosoensaio de edema de pata induzido por histamina
por meio da injecao (i.pl.) de 100 ug na pata direita e salina na esquerda. Utilizamos
prometazina como farmaco anti-histaminico de referéncia. E avaliamos o efeito
antiedematogénico 15, 30 e 60 minutos ap6s o estimulo com histamina. A pele do peixe AM
mostrou 41% de redu¢do do edema no primeiro momento de avaliacdo, atingindo seu patamar
maximo de 50%, 30 minutos apds a injecdo de histamina. Entretanto a pele do peixe SH se
mostrou mais eficaz, reduzindo 48% do edema na primeira avaliacdo com 15 min e chegando
a 67% de contengdo edematogénica no segundo momento de avaliacdo conforme o observado
na figura 17. A contencdo do edema induzido por histamina atingiu valor préximo ao
observado com a prometazina de 66,7% no primeiro momento e 74,5%, nos segundo estagio
de avaliacdo. Nesta avaliacao foi verificada a conteng@o mais intensa do exsudato para a pele

do peixe SH.
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Figura 17 - Efeito do tratamento com a pele dos peixes sobre o edema de pata induzido por
histamina
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Fonte: (Do autor, 2015).

A avaliagdo do edema foi obtida pela média + erro padrdo das diferengas (A) entre as patas traseiras direita
(estimulada com histamina 100 pg/50 pl) e esquerda (controle: 50 pl de salina estéril). Os grupos tratados
receberam prometazina (10 mg/kg; i.m.) como controle farmacologico, ou 500 mg/kg da pele dos peixes 4.
monoceros e S. hispidus triturada em suspensdo salina por gavagem (v.0.), 1h antes da injegdo intraplantar com
histamina. Cada ponto representa a média + EPM (erro padrdo da média) de n>6/grupo. O simbolo (*) indica a
significancia estatistica ao nivel de (p< 0,05).

4.3.3 Efeito do tratamento com o pulverizado da pele dos peixes sobre a ativagao de

células T

Esta avaliacdo de linfécitos T foi feita a partir da coleta e dissociagdo de linfonodo
poplieteo dos animais usados no ensaio de edema de pata com OVA. Apds indugdo da reagao
antigeno especifica em animais pré-sensibilizados, e passadas 72hs, avaliamos
fenotipicamente as células TCD3" e TCD3"/ CD25" presentes no linfonodo drenante da pata
estimulada, situada no trajeto mais proximo do local da inducdo. O objetivo desta etapa foi
entender se os pulverizados das peles dos peixes AM e SH poderiam atuar na acumulagado de
células T e células T ativadas. Os resultados da figura 18 mostraram reducao do quantitativo
de células TCD3 nos homogenatos de 38% e 33% para os tratamentos com as peles dos
peixes AM e SH, respectivamente, para o tratamento com o farmaco de referéncia,
dexametasona, foi observada a redugdo de 71% de células TCD3, conforme o observado na
figura 18A. Referente a populagdo de células TCD3'/ CD25" (figura 18B) presentes nos
homogenatos dos linfonodos dos animais que receberam o tratamento com a pele dos peixes
AM e SH, foram vistas reducdes de 49% e 44% respectivamente, quando comparados ao

controle estimulado com OVA e ndo tratado, no entanto, ndo foram significativas (p> 0,05). A
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dexametasona, entretanto, foi capaz de reduzir em 72% a populagdo expressando os

marcadores CD3/ CD25.

Figura 18 - Efeito do tratamento com a pele dos peixes sobre as populacdes de linfocitos T
CD3" e linfocitos T ativados CD3"/ CD25" em linfonodos 72 h apds edema de pata induzido
por ovalbumina
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Fonte: (Do autor, 2017).

A avaliagdo de linfocitos foi feita a partir da coleta e dissociagdo dos linfondos popliteos de cinco animais
(selecionados ao acaso) utilizados no ensaio de edema de pata com OVA. Apoés estimulo na pata direita com 50
pg de OVA, os animais aguardaram por mais 72 h para coleta do linfondo popliteo direito (linfondo drenante).
Os linfonodos foram pesados e dissociados mecanicamente em placa de petri homogeneizados em 500 uL de
tampdo PBS. Os homogenatos foram ajustados para a ordem de 10° células/ mL, pH 7,2 e destes, uma aliquota
de 50 pL de cada foi marcada com os anticorpos monoclonais anti CD3 conjugado ao fluor6foro PerCP-Cy™
5.5 e o anticorpo monoclonal anti CD25 conjugado ao fluor6foro FITC. As amostras ressuspendidas em 500 pL
de PBS azida 0,1% foram avaliadas por citometria de fluxo. Os resultados foram expressos como media + erro
padrdo da média (EPM), n> 5/grupo. O sinal (*) indica a significancia estatistica entre os grupos: estimulados e
tratados (Dexa e pulverizados) e estimulado (OVA), sem tratamento, (p< 0,05). O marcador (#) indica
significancia estatistica entre os grupos desafiados com ovalbumina e controle salina (p< 0,05).

4.4  Ensaios in vitro com o pulverizado da pele dos peixes e seus produtos de hidrolise

4.4.1 Avaliacdo dos efeitos da pele e dos produtos de hidrélise sobre a liberagao de -

hexosaminidase (3-Hex) em linhagem basofilica RBL-2H3

Uma vez observado que a administracdo dos pulverizados das peles dos peixes foi
capaz de reduzir significativamente o edema de pata induzido por histamina. Com o objetivo
estudar se ha nestas peles a capacidade inibitoria da degranulagao de mastocitos, utilizamos os
pulverizados e os seus produtos de hidrolise com papaina em linhagem basofilica RBL-2H3
sensibilizada com IgE anti-DNP, para a quantificacdo da enzima B-hexosaminidase. Assim

sendo, as células foram pré-tratadas com diferentes concentragdes das peles e produtos de
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suas hidrolises e estimuladas com DNP-BSA. Na figura 19C ¢ apresentada a reducao
significativa de 22,5% (p< 0,05) da libera¢dao de B-Hex pela linhagem RBL-2H3 na presenca
de 400 pg/ mL do sobrenadante da pele do peixe AM. Nao foram observadas reducdes
significativas para as demais concentragdes do sobrenadante, bem como para o pellet (figura
19B) e o pulverizado da pele do peixe AM (figura 19A). Para o pulverizado da pele do peixe
SH (figura 19A) e os produtos de sua hidrolise (pellet e sobrenadante) (respectivamente,

figuras 19B e 19C), a redugdo da liberacao de B-Hex nao foi observada.
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Figura 19 - Efeito do pré-tratamento (1h antes) com diferentes concentragdes do po6 das peles
e dos produtos da hidrdlise de A. monoceros e S. hispidus sobre a degranulacdo da linhagem
basofilica RBL-2H3 induzida por DNP-BSA por 24h a4 37° C, 5% CO..
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Fonte: (Do autor, 2018).

As células da Linhagem RBL-2H3 (10’ células/ pogo) foram tratadas por 1 hora com o pulverizado da pele (A),
pellet papaina (B) ou sobrenadante papaina (C) e entdo estimulados com DNP-BSA. Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo da média (EPM), com base em 3 ensaios (em triplicata).O simbolo (#)
indica diferenca estatistica (p< 0,05) na comparagao entre os grupos estimulado e ndo estimulado. O simbolo (*)
indica a significancia estatistica ao nivel de (p< 0,05) na comparagao entre os grupos tratado e ndo tratado.
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4.4.2 Avaliacdo dos efeitos da pele e dos produtos de hidrélise sobre a producdo de NO em

macrofagos murinos J774-Al

Avaliamos o efeito do pré-tratamento com os pulverizados das peles dos peixes AM e
SH, bem como os produtos das suas hidrdlises (pellets e sobrenadantes) sobre os teores de NO
produzidos nos sobrenadantes da cultura de macréfagos murinos J774-A1, estimuladas com
LPS 1 pg/ ml.

Na figura 20A podemos ver que nao houve alteragdo da producdo de NO face a
exposi¢ao da linhagem aos pulverizados das peles dos peixes AM e SH, em contrapartida, na
figura 20B ¢ verificada a redugdo da producdo de NO nas células pré-tratadas com a pele do
peixe AM, houve deplecao significativa da concentracao de nitrito em todas as concentragoes
do pellet de AM, chegando a 10% com o tratamento na concentragdo de 400 pg/ ml. No
entanto, curiosamente, o tratamento com os pellets da pele do peixe SH ndo mostrou redugao
significativa da produgdo de NO

Com o tratamento prévio nas diferentes concentracdes do sobrenadante (figura 20C),
foi possivel verificar inibicdo da produgdao de NO. O sobrenadante da pele do peixe AM
reduziu a quantificacdo de nitrito em todas as concentragdes chegando a 19% de redugdo, na
concentracdo de 100 pg/ mL. Ja o sobrenadante da produzido da hidrolise da pele do peixe
SH foi capaz de conter a acumula¢do de NO em suas concentragdes de 50 pg/ mL e 400 pg/

mL, obtendo de 8% da reducdo do teor de NO em sua maior concentragao.



78

Figura 20 - Efeito do tratamento com diferentes concentracdes da suspensao da pele e dos
produtos da hidrélise da pele dos peixes na produgdo de 6xido nitrico em macréfagos murinos

da linhagem J774A.1.
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Fonte: (Do autor, 2018).

Linhagem J774A.1 (10° células/ pogo) foram tratadas por 1 hora com pele (A), pellet papaina (B) ou
sobrenadante papaina (C) e entdo estimulados com LPS (1 pg/ ml) e incubados por 24h a 37°C 5%CQO,.0s
resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM), com base em 3 ensaios (em triplicata). O
simbolo (#) indica diferenga estatistica (p< 0,05) na comparagédo entre os grupos estimulado e ndo estimulado. O
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simbolo (*) indica a significancia estatistica ao nivel de (p< 0,05) na comparagdo entre os grupos tratado e ndo
tratado.

4.4.3 Ensaio de citotoxicidade com as peles dos peixes AM e SH e os seus produtos de

hidrélise com papaina

As células de ambas as linhagens RBL-2H3 e J774-A1 foram avaliadas para a
citotoxicidade na presenc¢a dos pulverizados das peles e dos produtos resultantes da hidrolise
com papaina. A viabilidade celular foi verificada apds a exposicdo as concentragdes de 400,
200, 100 e 50 pg/ ml dos pulverizados das peles dos peixes e produtos da hidrolise com
papaina pelo periodo de 24h, utilizando o método da resazurina, os resultados estdo
apresentados no quadro 2.

Nao foi verificada a citotoxicidade de nenhum dos pulverizados das peles dos peixes
AM e SH in natura.

Quanto ao tratamento com o pellet da pele do peixe AM, houve perda de viabilidade
celular em torno de 39% na concentracao de 400 pg/ ml para na linhagem basofilica RBL-
2H3, no entanto, ndo houve perda de viabilidade celular para as células da linhagem de
macrofagos J774-Al.

Referente ao tratamento com o pellet da pele SH, na linhagem basofilica, houve
reducdo da viabilidade celular em torno de 41%nas maiores concentracdes (400 e 200 pg/
ml). Ja para a linhagem de macrofagos J774-A1 houve perda de cerca de 20% da viabilidade
celular em todos os tratamentos.

No pré-tratamento com os sobrenadantes derivados da hidrélise dos pulverizados da
pele do peixe AM obtivemos reducao da viabilidade celular da linhagem RBL-2H3 em torno
de 39%. Para a linhagem J774-Al, apenas na concentracdo de 400 pg/ ml houve perda da
viabilidade de aproximadamente 50%.

Ja o sobrenadante da pele do peixe SH, mostrou reduzir progressivamente a
viabilidade celular da linhagem RBL-2H3, nas maiores concentragdes (400 ¢ 200 pg/ ml)
apresentou perda da viabilidade em torno de 45%. Na cultura de macréfagos murinos, foi

verificada perda de 50% na dose de 400 pg/ ml e 20% na concentragdo de 200 pg/ ml.
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Quadro 2 - Efeito da suspensdo pele dos peixes A. monoceros e S. hispidus em diferentes
concentragdes sobre a viabilidade celular da linhagem murina J774.A1.

Viabilidade celular (%) do po das peles e produtos de hidrélises
Aluterus monoceros Stephanolepis hispidus
[1ug/ml Pele Pellet Sobrenadante Pele Pellet Sobrenadante
400 98,73+ 11,36 73,84+ 1,05 47,97+ 3,42% 100+ 13,95 80,87+ 1,29* | 47,30+ 5,11*
200 100+ 5,50 84,72+ 2,73 89,01+ 4,90 99,83+ 6,69 | 82,03+3,87* | 80,41+ 0,90*
1774 A1
100 100+ 12,44 89,03+ 1,63 90,27+ 6,84 93,08+ 3,95 | 79,72+2,33* 89,16+9,91
50 100+ 9,17 100+ 7,29 86,08+ 4,04 99,36+ 9,17 | 81,04+ 3,99* 82,51+ 0,83
400 82,51%£2,57 60,64+ 1,19*% | 60,68+2,03* | 87,05+£0,83 | 58,83+0,86* | 55,26+ 0,75*
200 97,06+ 1,12 78,63+ 2,71 60,78+ 0,17* | 95,61+ 2,08 58,5+ 1,71%* 53,08+ 2,76*
RBL-2H3
100 100+ 3,64 85,56+ 0,70 95,05+ 0,54 88,29+ 4,46 77,74+ 5,59 69,28+ 6,61%*
50 96,42+0,46 84,21+ 0,95 89,05+ 0,64 93,92+ 2,24 77,65+ 6,70 77,69+ 4,65*

Fonte:(Do autor, 2018).

As células foram distribuidas em densidade de 2,5x10° células/ pogo e tratadas com diferentes concentragdes das
peles e produtos de hidrolise. A viabilidade foi determinada pelo método da resazurina (Alamarblue®). A
avaliacdo foi realizada com base na média das absorbancias obtidas + o erro padrio em cada concentragio,
comparadas ao controle (ndo tratado) representando 100% de viabilidade celular. O simbolo (*) indica a
significancia estatistica ao nivel de (p< 0,05).

4.5  Avaliacio de toxicidade oral aguda

4.5.1 Avaliagao dos sinais clinicos

Com o intuito de confirmar a seguranca do consumo destes pulverizados, a etapa
seguinte consistiu em avaliaros animais 14 dias ap6s administracdo (v.o) de 2g dos
pulverizados das peles dos peixes AM e SH, conforme protocolo de toxicidade oral aguda
OECD 420. Referente aos sinais clinicos, os tratamentos com os pulverizados ndo mostraram
alteragdes do comportamento dos animais € ndo houve alteragdes na resposta frente aos
estimulos utilizados. Nao houve anotac¢do ou referéncia acondi¢ao de enfermidade dentre os
animais de cada grupo durante o periodo de avaliagdo. Em nenhum momento houve

necessidade de finalizagdo humanitéria, conforme o expresso no quadro 3.
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Quadro 3 - Sinais clinicos em camundongos Balb ¢ fémeas, 14 dias ap6s administragdo de
2000mg do pulverizado da pele dos peixes 4. monoceros e S. hispidus.

SINAIS CLINICOS
Fémeas Frémito |Resposta|Pincamento Reflexo de | Reflexo | Reflexo
|Exploraciol Ataxia IPiloerecﬁolDacriorréia Ptoses | Miccio [Defecaciof
n= vocal |aotoque| caudal endireitamentofauricular|Palpebral
Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem
CTRL Sem alteragdes
alteragoes [alteragoes|alteragdes| alteragoes falteragdes| Jalteragdes|alteracdes| alteragdes | alteragdes |alteragdesfalteragdes|alteragdes
A. mono Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem
Sem alteragdes
(2g) | alteragdes [alteragdesjalteragdes| alteragdes falteragdes| Jalteragdes|alteracdes| alteragdes | alteragdes |alteragdesfalteragdes|alteragdes
S. hisp Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem
Sem alteragdes
(2g) | alteragdes alteracéeslalteracées alteragdes |a1tera96t:s alteracdes|alteragdes| alteragdes | alteragdes alteracéeslalteragées alteragdes

* sem Obitos durante todo o periodo de avaliacdo para todos os grupos

Fonte:(Do autor, 2017).

4.5.2 Avalia¢ao de ganho de peso

Para informacgodes referentes a efeitos da pele dos peixes sobre o progresso do peso dos
animais, com base nos dados de pesagens realizadas nos dias 01, 03, 07 ¢ 14.

O somatdrio expresso em média e erro padrdo da média de cada grupo experimental
mostrou uma diminui¢do significativa (p< 0,05) do progresso do peso dos animais que
receberam a pele do peixe SH, quando comparado aos outros grupos, apresentado em quadro
4. No entanto, como pode ser observado nafigura 21, durante avaliagao nao houve decaimento
do peso médio de cada grupo durante o periodo de avaliagdo, houve, por outro lado,o
progresso de peso mais demorado para o grupo que recebeu a pele do peixe SH frente ao

grupo controle.
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Quadro 4 - Ganho de peso 14 dias apds administragao de 2000 mg do pulverizado da pele dos
eixes A. monoceros € S. hispidus.

Ganho de Peso - Toxicidade oral aguda

n=5 Ctrl A. mono (2g) S. hisp (2g)

Fémeas 9,63+ 0,280 5,22+ 0,170 3,75+ 0,281*

[Dados expressos em Média + Erro padrdo da média (n=5 por grupo).

*Diferenga estatistica significante do grupo controle (p > 0,05).

Fonte: (Do autor, 2017).

Os dados de ganho de peso foram obtidos pela soma =+ erro padrao das diferencas (A) entre os pesos dos animais
de cada grupo nos dias de pesagem (0,1,3,7 e 14), ocalculo consistiu no somatdério das diferengas entre as
pesagens realizadas: Ganho de peso final (g) = Z (Peso D; — Piyicia)+ (Peso D3 — Peso D))+ (Peso D; - Peso D;)+
(Peso D4 — Peso D-).0Os dados foram obtidos apds a administragdo em dose unica com 2000 mg/kg do
pulverizado da pele dos peixes 4. monoceros e S. hispidus em suspensdo salina (v.0.).O simbolo (*) indica a
significancia estatistica ao nivel de (p<0,05).

Figura 21 - Progresso do peso dos animais durante 14 dias apds administracdo de 2000mg do
pulverizado da pele dos peixes 4. monoceros ¢ S. hispidus
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Fonte: (Do autor, 2017).

Progresso de peso foi obtida pela média + erro padrao do peso dos animais de cada grupo nos dias de pesagem
(0,1,3,7 e 14), ap6s a administracdo em dose tinica com 2000 mg/kg do pulverizado da pele dos peixes A.
monoceros e S. hispidus em suspensdo salina por gavagem (v.0.). Cada ponto representa a média = EPM (erro
padréio da média) de cada grupo. O simbolo (*) indica a significancia estatistica de (p<0,05).

4.5.3 Avaliagdo de ingestao alimentar

Os dados da ingestdo alimentarforam expressos em média e erro padrdo da média,
conforme o apresentados no quadro 5. Os dados ndo mostraram alteragdes significativas entre
os grupos tratados e o grupo controle, todos ingeriram em proporcdes equivalentes o alimento

ofertado conforme os padrdes fisiologicos da espécie avaliada.
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Quadro 5 - Ingestao alimentar total (g) por individuo, em camundongos Balb ¢, durante 14
dias.

Ingestdo alimentar - Fémeas (n=5)

CTRL A. mono S. hisp

Consumo racao (g) 19,63+0,136 17,84+0,172 19,28+0,230

Os dados foram expressos em Média + Erro padrao da média (n=5/grupo).

*Diferenca estatistica significante do grupo controle (p > 0,05).

Fonte: (Do autor, 2017).

Os valores foram obtidos a partir do somatorio das pesagens individuais da ragdo consumida por cada animal no
periodo: Soma da Ingestdo Alimentar (g) = > Consumo D1 + Consumo D3 + Consumo D7 + Consumo D 14. Os
dados foram obtidos pela soma =+ erro padrdo damédiado consumo de ragdo de cada grupo nos dias 0,1,3,7 ¢ 14,
apos a administragdo em dose tinica com 2000 mg/kg do pulverizado da pele dos peixes A. monoceros ¢ S.
hispidus em suspensao salina (v.o.).

4.5.4 Avaliacdo peso absoluto e relativo de 6rgaos

Apo6s avaliagdo macroscopica, os 6rgdos foram retirados e dissecados para fins de
pesagem e registro do peso absoluto. Para o peso relativo realizamos a propor¢do do peso do
orgdo pelo peso corporal para obtengdo do dado a ser avaliado.

A reunido dos dados estd apresentada noquadro 6, constando a média+ o erro padrao
do peso dos 6rgdos, com estes foi possivel a constatacdo da diminuigao significativa(p<0,05)
entre os pesos absolutos do figado do animal tratado com 2 mg/ kg da pele do peixe SH
(0,963+ 0,071, n=5) frente ao grupo controle (1,165 0,063, n=5). Sendo esta diferenca a
unica constatada entre os 0rgdos frente a exposi¢do ao tratamento com a pele dos peixes AM e

SH.
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Quadro 6 - Peso absoluto (g) e relativo ((g)/ (g)PC) dos o6rgdos de camundongos balb c
fémeas, 14 dias apds administracdo de 2000mg do pulverizado da pele dos peixes A.
monoceros ¢ S. hispidus

Peso Absoluto e Peso relativo dos orgaos

® CTRL A. mono (2g) S. hisp (2g)
(2)/(g)PC
0,1025+0,0068 0,0842+0,0054 0,0903+0,0057
Bago 0,4429+0,0185 0,3976+0,0257 0,4496+0,0349
) 1,1651+0,0633 0,9235+0,0565 0,9262+0,0705*
Flgado 5,0442+0,1441 4,3637+0,2864 4,597+0,3506
0,2813+0,0012 0,2704+0,0105 0,2593+0,0213

Rins (Esq.+Dir.)

1,2192+0,0233

1,2979+0,0665

1,2872+0,1077

Os dados foram expressos em Média + Erro padrao da média (n=5/grupo).

*Diferenca estatistica significante do grupo controle (p > 0,05).

Fonte: (Do autor, 2017).

O peso absoluto foi apresentado pela média + erro padrdo da pesagem direta dos orgdos em cada grupo. O peso
relativo foi obtido pela média + erro padrdo dos pesos dos 6rgéos dividido pelo peso corporal de cada individuo
de cada grupo. O simbolo (*) indica a significancia estatistica ao nivel de (p< 0,05).

4.5.5 Avaliagdo hematologica

Referente aos dados hematologicos dos camundongos observados, nao houve variagao
estatisticamente significativa dos paradmetros comparados, assim sendo, nao houveevidéncias
de sinais toxicos decorrentes do tratamento com os pulverizados das peles dos peixes AM e

SH administrados, conforme pode ser observado no quadro 7.
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Quadro 7 - Dados hematoldgicosdos camundongos Balb ¢ fémeas, 14 dias apds administragao
de 2000mg do pulverizado da pele dos peixes 4. monoceros e S. hispidus.

DADOS HEMATOLOGICOS - Fémeas - n= 5/ grupo

Parametros CTRL A.mono (2g) | S. hisp 2g)
[Hematocrito (%) 51,05£1,26 | 49,71+1,23 | 50,22+1,34
Hemacias (he x 10% mm®) 8,67£0,62 | 8,98+0,16 | 9,09+ 0,60
Leucdcitos totais (x10°/mm?) 2,43+£0,42 | 1,91£0,32 | 2,08+ 0,44
Mononucleares (x10°/mm?®) 1,60+ 0,24 | 1,42£0,24 | 1,49+0,34
Neutrofilos (x10°/mm?®) 0,81+ 0,19 | 045+0,01 | 0,56+0,13
Eosinofilos (x10°/mm?) 0,03+ 0,01 | 0,04+0,02 | 0,03+ 0,02

Fonte: (Do autor, 2017).

4.5.6 Avaliacao bioquimica

Os parametros bioquimicos verificados mostraram diferenca estatistica nos teores de
colesterol no soro dos animais entre os grupos tratados com ambos os pulverizados e o grupo
CTRL. Os grupos que receberam tratamento apresentaramteores de colesterol em torno de

20% menores, entretanto, todos os animais se apresentaram dentro da faixa de referéncia

informada pelo laboratorio onde os testes foram realizados.

Na comparagdo estatistica entre os teores séricos de fosfatase alcalina foi evidenciada
diferenca significativa, os valores encontrados no grupo dos animais que receberam a pele do
peixe SH encontravam-se 17,4% abaixo dos valores encontrados no grupo controle, no
entanto, todos os animais encontravam-se na faixa de referéncia informada pelo laboratorio
responsavel. Os demais parametros ndo mostraram variagdo estatistica significativa, estando

os animais tratados e o controle na faixa da normalidade informada pelo referido laboratoério,

conforme o apresentado no quadro 8.
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Quadro 8 - Dados bioquimicos dos camundongos Balb ¢ fémeas, 14 dias apds administracao
de 2000 mg do pulverizado da pele dos peixes A. monoceros e S. hispidus

DADOS BIOQUIMICOS - Fémeas - n= 5/ grupo
Valores de
Parametros referéncia CTRL A. mono (2g) | S. hisp (2g)
(range)

Colesterol (U/ L) 36,00- 96,00 58,00+ 5,3 | 45,00+ 0,00* 46,8+ 1,8*
Creatinina (mg dL'l) 0,20- 080 0,16+ 0,02 | 0,16+ 0,02 0,1+ 0,00
Aspartato
Aminotransferase (AST) | 59,00- 247,00 | 58,80+ 8,07 | 59,20+ 5,38 53,00+ 5,62
(U/L)
Alanina
Aminotransferase (ALT) | 28,00- 132,00 | 21,40+ 1,44 | 24,80+ 1,93 22,20+ 2,33
(U/L)
Fosfatase alcalina (U/ L) 62,00 209,00 |148,40+6,31| 136,60+ 6,66 | 122,60+ 6,56*

Fonte: (Do autor, 2017).

4.6  Avaliacio preliminar do perfil quimico da pele dos peixes AM e SH
4.6.1 Quantificagdo de proteinas totais

A determinagdo da quantidade de proteinas do pulverizado da pele dos peixes AM e
SH se deu pela mudanga colorimétrica do Reagente de Bradford. Os valores

obtidosencontram-se sintetizados na quadro9. Na quantificacdo dos pulverizados das peles
dos peixes foi observado de 0,283 pg e 7,646 pug de proteinas/ mg p6 para as espécies AM e
SH, respectivamente. Em relagdo ao material liofilizado, proveniente da hidroélise proteolitica,
foi observado 30,44 pg de proteinas/ mg para o pellet da espécie AM e 28,53 pg de proteinas/
mg para o SH; e para o sobrenadante, 30,23 pg de proteinas/ mg e 29,39 ug de proteinas/ mg,

respectivamente.
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Quadro 9 - Quantificagdo de proteinas dos pulverizados das peles dos peixes A. monoceros €
S. hispidus e dos respectivos produtos de hidrélise com papaina

Quantidade de proteinas totais ng/ mg - método de Bradford
A. monoceros S. hispidus
Pele 0,28+0,001 7,65+0,001
Pellet 30,44+0,002 28,53+0,003
Sobrenadante 30,23+0,010 29,39+0,015

Fonte: (Do autor, 2017).

4.6.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE)

No estudo do perfil protéico, foi realizada uma SDS-PAGE, utilizando um sistema
Mini-protean II (Bio-Rad). As andlises do pulverizado da pele e do seu hidrolisado
permitiram a visualizagcdo de diferentes bandas e regides de arraste como ¢ possivel observar
nas figuras 22 e 23.

Foi evidenciado, a partir da comparacao com o padrao de peso molecular, a esquerda
do gel, grande similaridade do perfil proteico entre as duas espécies, conforme o apresentado
no quadro 9. A adicdo do agente redutor B-mercaptoetanol, que cliva pontes dissulfeto, ndo

alterou significativamente o perfil das amostras (Figura 22).

Figura 22 - Separa¢do das proteinas utilizando o método de eletroforese em gel de
poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE 10%), corado com azul de comassie.

-mercaptoetanol

15

A.mono S.hisp A.mono S.hisp

Fonte: (Do autor, 2017).
Avaliagdo do perfil protéico unidimensional das peles de ambos os peixes porco nas condigdes com ou sem
agente redutor (desnaturante) f-mercaptoetanol
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A andlise do material hidrolisado permitiu verificar a eficiéncia da metodologia de
hidrélise aplicada. Para o sobrenadante de SH, uma banda de aproximadamente 60 kD ¢ vista

na condi¢do de ndo redugdo e reducdo e ndo ¢ observada para o AM.

Figura 23 - Separacdo das proteinas dos produtos da hidrélise com Papaina (20U/g) utilizando
o método de eletroforese em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de so6dio (SDS-PAGE -
15%), corado com azul de comassie

Fonte: (Do autor, 207.
Avaliagao do perfil protéico unidimensional dos produtos da hidrélise com papaina das peles de ambos os peixes
porco nas condi¢des com ou sem agente redutor (desnaturante) B-mercaptoetanol.
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5 DISCUSSAO

O intuito deste trabalho foi verificar a atividade biologica e a seguranga de um
habitoestabelecido entre populacdes caigaras, que ingerem a pele de peixes-porco (Aluterus
monoceros € Stephanolepis hispidus) para fins de amenizacao dos sintomas de asma (PAZ;
BEGOSSI, 1996b; EL-DEIR et al., 2012; RAMIRES et al., 2012; PINTO; MOURAO;
ALVES, 2015). Foi avaliada inicialmente a acdo farmacolédgica do pulverizado da pele dos
peixes-porco por meio de modelos experimentais em camundongos, com a finalidade de
confirmar a atividade declarada pelas popula¢des que realizam a pratica, evidenciando agao
anti-inflamatodria e anti-histaminica destes pulverizados. Na tentativa de obter as primeiras
informacdes referentes a composicdo deste produto natural foi feita a hidrolise destes
pulverizados, simulando o processo digestivo e os produtos obtidos deste processo foram
aplicados em duas populagdes celulares distintas para fins de compreensdo de alguns de seus
mecanismos de acdo. Destas avaliagdes, foi verificado um potencial redutor da producao de
oxido nitrico em cultura de macrofagos murinos, consequentemente mostrando poder de
atuacdo sobre permeabilidade vascular. Em seguida, foi feitaa avaliacdo de toxicidade oral
aguda, através do protocolo de doses fixas, OECD 420, para fins de fornecer as primeiras
informacdes referentes a seguranca desta utilizacao eos resultados apresentados ndo mostram
indicios de toxicidade.

A utilizagdo da pele seca a temperatura ambiente e triturada teve como objetivo
simular a pratica caicara convencional, sem modificar a constitui¢do da pele dos peixes, como
em alguns estudos que investigaram suas atividades bioldgicas (CAVALLI et al., 2003;
MUCCILLO-BAISCH; BRUM; ANDRADE, 2007b; CARVALHO et al., 2013).

Com a finalidade de estabelecer a melhor dose para os ensaios in vivo, utilizamos o
modelo de pleurisia alérgica com a linhagem BALB/c previamente sensibilizada com OVA.

Este ¢ um modelo bem estabelecido que permite uma forte resposta de padrao Ty2,
implicando em recrutamento e ativacdo de eosinodfilos, sendo um modelo mais curto de
experimentacdo, que permite acumulacdo destes mediadores na cavidade pleural e de mais
facil acesso, visto que o lavado pleural ¢ um procedimento de facil execucdo frente ao lavado
broncoalveolar(LIMA et al., 1997; FERRARIS et al., 2012). Em um primeiro momento,
conforme o apresentado nas figuras 11 e 12 foi possivel verificar a atividade bioldgica

decorrente da administracdo da pele dos peixes, com a dose de 500 mg/ kg, pois observou-se
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reducdo do infiltrado leucocitirio total na cavidade pleural apresentando percentuais
equivalentes, de 40% ao passo que o controle farmacologico obteve 55%. O infiltrado
neutrofilico também se mostrou reduzido na faixa de 40% para ambos os pulverizados. A
respeito da inibicdo do infiltrado eosinofilico, com a administragdo de 500 mg/ kg do
pulverizado da pele SH, a redugdo observada (53%) foi proxima a reducdo observada com o
controle dexametasona (56%), j4 o material da pele do peixe AM promoveu inibi¢ao de 48%
deste infiltrado. Foram verificadas, da mesma forma, inibi¢des dos demais grupos celulares
envolvidos na resposta alérgica, o acimulo neutrofilico e o infiltrado de mononucleares. Por
outro lado, na avaliagdo da dose de 750 mg/ kg, tendo em vista que o tratamento foi uma
suspensdo de pulverizado insoluvel, houve limitacdo da administra¢do, pois o maior teor de
particulas da pele dos peixes provocou o entupimento da canula esofagica dificultando o
procedimento e ocasionando maior variagdo da resposta a dose. A menor dosecom melhor
efeito, foi a de 500 mg/ kg por essa razdo, foi selecionada para a continuidade das etapas de
avaliagdo de atividade anti alérgica destes pulverizados.

Os lavados dos animais dos ensaios de pleurisia que receberam a dose de 500 mg/ kg
foram utilizados para a avaliacdo da formagao de exsudado protéico, da secrecdo de IL-5 e
quimiocinas eotaxina-1 e RANTES produzidas pelos animais pré-tratados com os
pulverizados. No intuito de verificar se o tratamento com os pulverizados poderiam interferir
com a producdo deste mediador, e consequente recrutamento de eosinofilos, foi realizada a
dosagem da IL-5 presente nos lavados pleurais. Nossos achados mostram que ndo houve
redu¢do da producdo de IL-5 conforme o apresentado na figura 11B, apesar da redugao
eosinofilica encontrada nos lavados pleurais e broncoalveolares. A IL-5 ¢ uma interleucina
que tem um papel fundamental na ativagdo da diferencia¢dao de eosino6filos na medula Ossea,
no seu recrutamento e ativagdo. O uso de terapia anti IL-5 ¢ recomendada para eosinofilia
severa em pacientes asmaticos de forma a reduzir a exacerbagao dos sintomas. No entanto,
pacientes que recebem terapia anti IL-5 podem ainda apresentar niveis elevados de eosin6filos
indicando que outras terapias suplementares sdo necessdrias e mostrando outras vias de
ativacdo e recrutamento deste grupo celular (ESNAULT; KELLY, 2016; VARRICCHI et al.,
2016). Por outro lado, pacientes sob tratamento com glicocorticdides inalatérios podem
persistir com niveis mais altos de IL-5, os autores deste trabalho atribuem esta persisténcia da
produgdo de IL-5 a células mononucleares presentes no sangue periférico (JOSEPH et al.,
2004).

Quando circulantes, os eosinofilos interagem com o endotélio por meio de processos

envolvendo rolamento, moléculas de adesdo e diapedese. O transito deste grupo celular para
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os focos inflamatorios estd envolvido com uma série de citocinas, em particular as citocinas
Tu2, moléculas de adesdo como integrinas B1, B2, B7 e quimiocinas como RANTES e as
eotaxinas. Avaliamos a presenca dessas quimiocinas inflamatorias nos lavados pleurais, uma
vez que houve reducdo do infiltrado eosinofilico, o intuito desta etapa foi verificar se esses
fatores atraentes de eosindfilos estariam reduzidos conforme o verificado para o grupo celular
(ROTHENBERG; HOGAN, 2006). Vimos nas figuras 13C e 13D que os teores de eotaxina-1
e RANTES encontravam-se depletados nos lavados pleurais dos animais que receberam o
tratamento com os pulverizados das peles dos peixes AM e SH, respectivamente, 21% e 28%
para a eotaxina-1 e 34% e 45% para RANTES. Visto que houve a reducdo da presenca de
eosinofilos, ¢ esperada a redugdo destas quimiocinas uma vez que estas estdo envolvidas em
seu proprio direcionamento, sendo produzidas por eosindéfilos (ROTHENBERG; HOGAN,
2006). Nesta etapa da avaliagcdo, também foi observada a reducdo de 25% de proteinas totais
no exsudado dos lavados pleurais de animais estimulados com OVA, que receberam do
pulverizado da pele do peixe SH, embora ndo tenha sido significativa, a pele do peixe AM
fornecida aos animais também apresentou diminuicdo da quantidade proteinas totais dos
lavados pleurais, conforme o apresentado na figura 13A.

Aditivamente, dados da literatura mostram que o tratamento com peptideos derivados
de escamas depeixe tidpiapode produzir efeito anti-inflamatério em cultura de queratindcitos
humanos (HaCaT) estimuladas com cloreto de cobalto (CoCl;), um metal relacionado a
dermatites alérgicas ou TNF-a.A atividade imunomoduladorafoi evidenciada pela inibi¢ao da
producdo de espécies reativas de oxigénio e transducgdo de sinais como o NF-kB (SUBHAN et
al., 2017). Com a inibi¢do da transducdo de sinais como o NF-«kB sugere-se a possibilidade da
reducdo da producdo das quimiocinas no sitio inflamatorio a partir da inibicdo de NF-«xB em
células envolvidas no processo inflamatério alérgico. Além disso, foi vista a redugdo da
expressao de citocinas inflamatodrias IL-6, IL-8 e TNF-a em cultura de células endoteliais
venosas humanas (HUVECs) tratadas com coldgeno hidrolisado derivado de escamas de
tilapia estimuladas com lipopolissacarideo LPS (LIU; XUE; SUN, 2014).

Frente a estes achados seguimos com o modelo de inflamag¢ao pulmonar alérgica na
intencdo de mimetizar a asma em camundongos. Camundongos BALB/c com resposta
pulmonar alérgica aguda tem sido o modelo mais adequado para investigacdo sobre a
fisiopatologia da doenga e avaliar a eficacia de novos farmacos como teste pré-clinico.
Referente ao ensaio de inflamagao pulmonar, preconizado como o protocolo de asma mais
apropriado por apresentar influxo leucocitario nas vias aéreas com predominio eosninofilico,

assim reproduzindo aspectos da asma em humanos (GUALDI et al., 2010; RODRIGUES et



92

al., 2012a). Com o emprego deste modelo experimental apresentado na figura 14, novamente
os tratamentos com 500 mg/ kg da pele dos peixes AM e SH pulverizada (no dia anterior e 1 h
antes dos desafios antigénicos realizados em trés dias seguidos) foram suficientes para
reducdo de 42% do infiltrado inflamatdrio, o equivalente ao tratamento com o farmaco de
referéncia, que proporcionou 45% de limitacdo deste infiltrado. Referente ao acumulo
neutrofilico, os pulverizados foram capazes de inibir em 58% e 49%, respectivamente AM e
SH; ao passo que a dexametasona produziu 71% de declinio da populacdo de neutréfilos nos
lavados broncoalveolares. Em adi¢do, a dexametasona foi capaz de reduzir o infiltrado
eosinofilico em 93%, trazendo a niveis basais a contagem de eosinéfilos nos lavados, no
entanto, a reduc¢do obtida com o pulverizado da pele de ambos os peixes chegou a 52%. Vale
ressaltar que o tratamento com glicocorticoide como a dexametasona, inibe a transcricdo de
fatores, especialmente os fatores NF-kB e AP-1, envolvidos na sintese da maioria das
citocinas e quimiocinas implicadas no processo de asma, em geral, a inibi¢cdo da transcri¢ao
destes fatores, acarreta um intenso declinio da ativagdo e do recrutamento de leucocitos,
também interferindo na expressao de moléculas de adesdo e impactando diretamente na
sobrevivéncia de grupos celulares (VAN DER VELDEN, 1998).

De acordo com os achados mencionados anteriormente, a avaliagdo do sangue colhido
da cauda dos animais utilizados no ensaio de inflamag¢do pulmonar alérgica forneceu
informagdo adicional; foi verificada a redu¢do leucocitaria total de 26% e 24% para os
tratamentos com os pulverizados das peles AM e SH, respectivamente, comparada a 30%
referente ao tratamento com a dexametasona (1 mg/ kg). Na contagem diferencial, entretanto,
foi verificada a redugdo da populacdo eosinofilica de 45% para o pulverizado AM e 48% para
o SH, ao passo que a dexametasona foi capaz de inibir em 67% os eosinodfilos no sangue
periférico frente ao grupo estimulado nao tratado. Uma hipotese que pode justificar a reducao
do recrutamento eosinofilico independente da IL-5, pode ser devido ao compartilhamento de
vias de sinalizacdo entre IL-5, IL-3 e o GM-CSF (fator estimulador de colonias de
granuldcitos e macréfagos). A sinalizagdo via IL-3 e GM-CSF, em conjunto com a sinaliza¢ao
da IL-5 s3ao conhecidos mediadores envolvidos na diferenciacao, sobrevivéncia, ativagao e
migracao deste granuldcito na inflamagao alérgica (ROTHENBERG et al., 1988; ESNAULT;
KELLY, 2016). Além, do mais a IL-3 e o GM-CSF, produzidos por células T ativadas, sdo
criticos para alguns grupos celulares responsaveis pela resposta imune a alérgenos, a IL-3
parece também estar implicada com diferenciagdo e sobrevivéncia de mastocitos e basoéfilos.
O GM-CSF, por outro lado, parece estar envolvido com a sobrevida dos eosinofilos,

aparentemente como a citocina mais importante (PARK et al., 1998). Assim sendo, estas duas
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citocinas ndo avaliadas poderiam estar reduzidas e impactando na deplecdo de eosindfilos
(LANTZ et al., 1998; ESNAULT; KELLY, 2016). Vale ressaltar o RNA mensageiro da IL-5
tem sua expressao aumentada em células endoteliais da mucosa bronquica apos exposi¢ao
alergénica (HAMID et al., 1991; VARRICCHI et al., 2016).

Em um estudo sobre o efeito anti-inflamatério de tripeptideo purificado, derivado do
coldgeno (CTP) em dermatite atdpica, uma doencga cutanea cronica caracterizada por eczema
em resposta a alérgenos e mediada por IgE, foi avaliado se o CTP poderia produzir efeitos nos
niveis das citocinas inflamatérias secretadas por queratindcitos humanos (NHEKS)
estimulados com TNF-a, IFN-y e IL-13, para producdo de resposta inflamatoria do tipo Ty2.
Foi verificado que esta estimulacdo leva a expressdo de RNA-mensageiros envolvidos
naprodugdo de citocinas pro-inflamatérias (TARC/CCL17, MDC/CCL22 e TSLP), mas
através do tratamento com CTP, os niveis foram reduzidos significativamente, no entanto, nao
houve supressdo de citocinas como IL-la, IL-6, IL-8, indicando modulagdo especifica da
resposta Tp2. Neste mesmo estudo foi avaliada a capacidade migratéria de células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) frente aos tratamentos com CTP, uma vez que
as citocinas TARC e MDC sao indutoras de migragado celular. Os dados mostraram que o CTP
foi capaz de inibir a quimiotaxia, possivelmente por reduzir a producdo de citocinas
envolvidas nesta migra¢do. Aparentemente os resultados deste estudo indicam que os
peptideos derivados do coldgenopodem influenciar a via de transducgdo de sinais STAT-1 de
producdo de citocinas. Estes fatores de transcrigdo agem nao sé sobre a producao de citocinas
inflamatoérias, mas também quimiocinas e moléculas de adesao (CAMPOS, 2007; HAKUTA
etal., 2017).

Assim sendo, buscamos verificar outros mecanismos envolvidos no processo
inflamatério da asma que indiquem como se da esta atividade da pele dos peixes. Uma vez
vista a redu¢do do exudado buscamos avaliar in vivo, se ocorrera a formacao de edema frente
aos pulverizados das peles dos peixes em camundongos.

Os mecanismos que envolvem o recrutamento eosinofilico dependem de intmeras
citocinas inflamatdrias, que envolvem as células Ty2 (CAMPOS, 2005¢c; ROTHENBERG;
HOGAN, 2006). Os mastocitos ativados pela IgE especifica, novamente expostos ao alérgeno,
liberam o conteddo de seus granulos contendo histamina permitindo o aumento da
permeabilidade vascular, contragdo da musculatura lisa e elevacdo da secre¢do de muco; a
adenosina, fator quimiotatico de neutrofilos que contribui com a broncoconstricdo e inibe
agregacao plaquetaria; e aindaproteases neutras como a triptase que agem sobre os tecidos

podendo gerar cininas, fatores quimotaticos de leucocitos. Os sinais produzidos pela interagdo
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alérgeno — mastdcito ativado também levam aos sinais de ativagdo da fosfolipase A2 levando
a producdo de PGD2, o mediador mais abundante gerado, ocasionando broncoespasmo
intenso, os leucotrienos (LTC4 e LTD4) implicados como agentes vasoativos contribuem com
a histamina para o aumento da permeabilidade vascular e contragdo da musculatura lisa
bronquica e as citocinas secretadas como o TNF, eotaxina-1 e RANTES que atuam no
recrutamento de leucdcitos principalmente o eosindfilo dando inicio a fase tardia
(ROTHENBERG; HOGAN, 2006). Todos estes eventos levam ao actimulo leucocitario,
primordialmente eosinofilico, e a formagao de exsudado protéico no sitio da inflamacgao pelo
acumulo destes mediadores. Estes sinais, caracteristicos da reacdo de hipersensibilidade do
tipo I e observados na asma, foram verificados nos grupos experimentais que receberam
indugdo com OVA tanto no modelo de pleurisia, quanto no de inflamagao pulmonary (figuras
11,12 ¢ 14).

Somado aos dados anteriores, eventos ligados a reten¢do da permeabilidade vascular,
poderiam justificar a reducdo de leucdcitos no local da inflamacdo. Uma vez liberada a
histamina, bradcinina, leucotrienos e outros mais mediadores pelos mastocitos ocorre a
contragdo das células endoteliais produzindo lacunas intercelulares decorrente da ligacao dos
mediadores com o0s respectivos receptores, esta ¢ uma resposta que leva em torno de 15 a 30
minutos e ¢ denominada resposta transitoria rapida. Outra resposta mais lenta e de agdo
prolongada ocorre em resposta a citocinas como o TNF, essa rea¢do pode chegar a mais de 24
horas apds o estimulo. Estes eventos permitem a saida de fluidos ricos em proteinas para o
intersticio, ocasionando a perda da pressao osmotica vascular e a drenagem de dgua e ions
para os tecidos formando o edema, tipico dos processos inflamatorios. A reducdo do infiltrado
inflamatorio observada no modelo de pleurisia alérgica, a diminui¢do do exsudado e do teor
de quimiocinas em lavados pleurais e a retengdo do actimulo leucocitario em modelo de
inflamacao pulmonar alérgica aguda, para os tratamentos com ambos os pulverizados suscitou
o0 nosso interesse de avaliar qual seria o impacto do tratamento com as peles dos peixes sobre
processos de permeabilidade vascular. Ressalte-se que houve diferengca do comportamento no
tocante ao extravasamento protéico entre o tratamento com as duas peles, sendo a pele do
peixe SH mais eficiente nestacontencao.

Para averiguar o efeito antiedematogénico dos pulverizados foi feito um pré-
tratamento com 500 mg/ kg dos pulverizados das peles dos peixes AM e SH, seguido de
desafio com OVA 1 h ap6s o tratamento em animais pré sensibilizados. As aferi¢cdes
realizadas neste ensaio foram ocorreram em quatro momentos, 30 minutos, 1 h, 2 h, ¢ 3 h; na

avalia¢do de 1 h apds indugdo com OVA foi vista a reducdo do edema de 55% para a pele do
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peixe AM e 69% para a pele do peixe SH, que mostrou atividade superior a dexametasona (10
mg/ kg), utilizada para o grupo controle (58%). Este evento mostra que com o pré-tratamento
com a pele dos peixes € possivel controlar o extravasamento intrinseco aos processos
asmaticos.

Na tentativa de compreender os processos envolvidos nesta inibi¢do, realizamos em
sequéncia o ensaio de edema de pata, no entanto, neste momento o agente indutor foi a
histamina. A histamina, pertence a classe das aminas vasoativas, ¢ um potente ¢ fugaz
mediador, ¢ secretada nos primeiros instantes apos estimulagdo de um individuo alérgico,
portanto, denominada resposta aguda ou imediata. No ensaio de edema de pata induzido por
histamina, o tratamento se deu 1 h antes do estimulo ¢ o farmaco de referéncia utilizado foi o
cloridrato de prometazina, um anti histaminico H1, que bloqueia os receptores H diminuindo
os efeitos da histamina em células do trato respiratorio, principalmente sobre as vias de
fosfolipase A, minimizando a producdo de prostaglandinas e leucotrienos e sobre a ativagao
da transcricdo nuclear NFkB, reduzindo a producdo de citocinas inflamatorias, assim
dificultando a formag¢ao do edema (CRIADO et al., 2010).

O observado nesta avaliagao foi, portanto, um efeito anti histaminicodecorrente do
tratamento com o pulverizado da pele dos peixes AM e SH, o edema dos animais foi
controlado em 58% e 67% respectivamente, produzindo um efeito aproximado do farmaco de
referencia (74.5%). Utilizamos os pulverizados e os hidrolisados das peles dos peixes em
cultura de células da linhagem basofilica RBL-2H3, no intuito de verificar a existéncia de
algum constituinte que pudesse inibir os processos de degranulagdo, anteriores a histamina,
impedindo a ligacdo do antigeno a IgE ou impedindo a sensibilizacdo de mastdcitos via
FceRI. Esse grupo celular ¢ considerado critico, sendo o desencadeador do processo. Nestes
eventos iniciais da inflamagdo alérgica, os mastocitos rapidamente se acumulam e
degranulam, liberando o conteddo de seus granulos, iniciando o processo de
hipersensibilidade imediata (HAN et al., 2009). O tratamento com 400 pg/ mL do
sobrenadante da pele do peixe AM produziu uma reducdo da degranulacdo de 22,5%,
entretanto, em sua avaliacdo de citotoxicidade houve o decaimento da viabilidade celular
indicando que a atividade visualizada podia ser devido a perda de viabilidade. A pele do peixe
SH nao produziu efeito sobre a degranulagdo da linhagem basofilica. Os compostos derivados
dos glicosaminoglicanos também figuram entre os que possuem atividade antioxidante e anti-
inflamatoéria. O sulfato de dermatan ¢ um glicosaminoglicano, andlogo da heparina obtido do
tecido conjuntivo de um Tunicato (Styela plicata) que apresenta efeitos anticoagulantes e que

pode apresentar efeitos antiinflamatdrios reduzindo a expressdo de TNF-a, TGF- e VEGF
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(MAYER et al., 2013) indicando efeito antiedematogénico de compostos também presentes
na pele dos peixes.

Uma vez confirmada a permeabilidade vascular, pela presenca de exsudado protéico e
através do ensaio de edema de pata, verificamos qual seria a participagdo do 6xido nitrico na
frente ao tratamento com os pulverizados das peles dos peixes e dos produtos da hidrolise em
diferentes concentragdes. Com a indugdo por LPS a iNOS epitelial bronquial responde em
defesa imunologica para fins de atrair macrofagos. Entdo o NO produzido pode interferir com
a sinalizacdo induzindo eventos pro-inflamatdrios que levam ao aumento da permeabilidade
vascular (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). Em nossos resultados, com a pele do peixe
AM foi verificada a redugdo da producdo de NO em aproximadamente 20% na concentracao
de 100 pg/ mL sobrenadante e esta foi a melhor reducao apresentada sem perda de viabilidade
celular. Alguns estudos utilizando o colageno da pele de peixes mostraram agao de peptideos
presentes nestes materiais. Em um dado da literatura recente, que avalia a a¢do antioxidante
de hidrolisados da pele do peixe AM, os autores demonstram atividade imunomodulatoria por
meio de pré-tratamentos com os derivados da extragdo enzimatica da pele do peixe porco em
cultura de células RAW264.7 na densidade de 1,0 x10° células/ mL, avaliando em seguida a
produgdo de NO a partir da estimulagdo com LPS, foi verificado que diferentes concentracdes
do hidrolizado foram capazes de reduzir a geracdo de NO (KARNJANAPRATUM et al.,
2016).

Com a finalidade de adicionar informagdes que pudessem ajudar a compreender os
mecanismos de acdo dos pods destas peles foi avaliado o efeito do tratamento sobre o processo
de ativagdo de células T, uma vez que este grupo celular tem grande participacdo na
permanéncia do processo inflamatdrio por meio da inducdo da secre¢do de citocinas do tipo
Tu2 (LARCHE; ROBINSON; KAY, 2003; CAMPOS, 2005). Estudamos a populagdo de
células T e a populacdo que apresenta o fendtipo de ativagao (que expressam o ligante 1L-2
(CD25). A partir de homogenatos de linfonodos popliteos dos camundongos utilizados no
ensaio de edema de pata com ovalbumina (linfonodos drenantes mais proximos do local da
indu¢do com ovalbumina). Em nossos achados, os grupos tratados com a pele dos peixes
expressaram reducdo tanto da populagao de células T quanto para células T que expressam o
marcador CD25, porém esta reducdo ndo foi significativa, indicando que o observado na
figura 18 possa ser um evento secunddrio, refor¢ando a hipdtese do controle da
permeabilidade vascular.

Reunindo todos estes achados, ¢ interessante constatar que houve sutil diferenga entre

as acgdes terapéuticas das peles dos peixes in vivo. O pulverizado da pele do peixe SH mostrou
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atividade discretamente maior que o do peixe AM, curiosamente, a acdo terapéutica ¢ mais
direcionada ao peixe SH pelos praticantes deste uso popular. Vale ressaltar que os couros
apresentam densidades diferenciadas entre si, sendo o couro do peixe SH mais rigido,
possivelmente por se tratarem de peixes de género e espécie diferentes, no entanto,
compartilhando a homologia da mesma familia (Monacanthidae).

A exemplo do apresentado por De Souza (2006) e colaboradores, a arquitetura
histolégica da derme de teledsteos ¢ formada pela sobreposi¢do e entrelagamento de fibras
colagenas (DE SOUZA et al., 2006). O colageno, em sua estrutura molecular simples, €
insoluvel em agua em virtude da concentracdo de aminoacidos hidrofobicos, tanto no interior
da molécula quanto em sua superficie (DA SILVA; PENNA, 2012), quando hidrolizado,
aumenta sua solubilidade e a liberacao peptideos com atividade biolégica (HUO; ZHAO,
2009). Como resultado, a caracteristica mais importante do hidrolizado obtido ¢ a composi¢ao
com altos niveis de glicina e prolina, aminoacidos essenciais para estabilidade e regeneracao
de cartilagens (DA SILVA; PENNA, 2012).

Por se tratar de proteinas fibrosas com funcdo estrutural, relacionadas a resisténcia
mecanica, a alta incidéncia destas fibras no pulverizado justifica baixa solubilidade do p6 de
peixe em solugdo aquosa (quadro 9). Para fins de estudar o conteudo proteico deste material,
ele foi submetido a eletroforese (SDS-PAGE - figura 22) no qual foi possivel observar a
presenga de diversas bandas que indicam uma composi¢do de diferentes proteinas, o que pode
ser justificado pelo fato da pele apresentar fibras colagenas imbricadas e proteinas nao
colagenas em sua composi¢ao (DE SOUZA et al., 2006). O perfil de bandas apresentadas no
gel sugerem similaridade com o perfil apresentado pelo coldgeno do tipo I, pela presenca de
bandas majoritarias nas regides superiores do gel, nas faixas de 250 a 150 kD e 150 a 100 kD
(AHMAD; BENJAKUL, 2010, 2011; AHMAD et al., 2011; KAEWRUANG; BENJAKUL;
PRODPRAN, 2013).

O método de hidrolise ¢ o principio basico para a realizacdo da quebra de grandes
cadeias proteicas e a obtencdo destes hidrolisados pode ocorrer de trés formas distintas, por
meio da hidrélise acida, hidrolise alcalina e hidrolise enzimatica, entretanto a catalise
enzimatica possui beneficios, ou seja, ¢ mais promissora quando se deseja produtos com alta
funcionalidade e teor nutritivo. Este processo ¢ despolimerizante, visa a recuperar proteinas
soluveis, favorecendo sua absorcdo pelas células. Estas proteases participam tanto de
processos degradativos como em vias biossintéticas, na liberagdao de peptideos com acao
farmacologica a partir das proteinas precursoras e na facilitacdo de transporte transmembrana

por meio de modificagdes especificas e seletivas das proteinas. Assim sendo, € possivel com o
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uso destas enzimas o controle do grau de clivagem do substrato e a utilizagdo de proporgdes
adequadas enzima/ substrato e tempo de reagdo fornecem hidrolisados com diferentes
estruturas moleculares, com propriedades funcionais que podem ser aplicadas em varias
formulacdes. As proteases sdo as enzimas utilizadas em processos de digestdo enzimatica
como a bromelina, a colagenase, a papaina, a pepsina, a neutrase, a tripsina, dentre outras. A
papaina, entretanto ¢ uma cisteino protease, derivada do latex do mamao (Carica papaya L.),
que possui agdo bactericida, bacteriostatica e anti-inflamatoria e tem sua indicagdo no
tratamento de escaras, Ulceras abertas e como desbridante em tecidos de necrose (BRASIL,
2002; AMRI; MAMBOYA, 2012; NOMAN et al., 2018). Vale ressaltar a aplicagdo da
papaina bruta para a obten¢do dos GAGs de peles de peixes como a guaiuba (Ocyurus
chrysurus) e palombeta (Choloroscombrus chrysurus) previamente desidratadas ao sol
(RODRIGUES et al., 2011, 2012).

O proposito com a hidrolise do material foi mimetizar as condi¢des que acontecem
com a pele de peixe quando ingerida pelo individuo, ou seja, ela ¢ digerida pelas proteases do
sistema digestorio em diversos peptideos que possivelmente sdo os responsaveis pelo efeito
biologico reportado. No material hidrolisado, foi possivel observar no quadro 9 que o teor de
proteinas aumentou para ambas as peles, sugerindo que a etapa de hidrélise foi capaz de
promover a quebra de proteinas possivelmente constituintes das fibras colagenas. O
liofilizado do sobrenadante originou um pd branco, com aspecto de cristal fino e leve,
completamente soluvel em agua. Apds solubilizacdo, a solugdo se tornava coloidal e
transparente. Ja em relacao ao pellet liofilizado, o aspecto permaneceu semelhante ao material
original (pulverizado da pele), com uma coloragdo escura e com alto grau de insolubilidade
em meio aquoso. Tal aspecto pode estar relacionado a permanéncia dos constituintes originais
parcialmente hidrolisados, ndo atingindo o esgotamento deste material. A quantifica¢ao pelo
método de Bradford permitiu determinar que a quantidade total de proteinas foram
semelhantes para ambas as espécies.

A figura 23 indica que houve dissociagdo de proteinas em peptideos de baixo peso
molecular e o perfil de arraste pode ser explicado pela presenca de subprodutos de
proteoglicanos ou glicosaminoglicanos, constituintes da pele dos peixes AM e SH. E
interessante observar que o produto hidrolisado da pele do peixe AM observado no gel da
figura 23 parece possuir maior quantidade de proteinas que o material da pele do peixe SH, no
entanto, os valores verificados pela dosagem de Bradford sao similares. Talvez a composi¢ao
mais robusta da pele do peixe SH tenha sido um fator de dificuldade a acao enzimatica ¢ a

consequente liberacdo das proteinas no processo de hidrélise. E interessante observar que os
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ensaios in vitro aparentemente exibem maior atividade da pele do peixe AM, frente a
atividade do peixe SH indicando que a eficiéncia da hidrolise deva ser proporcional a
compactagao do substrato, ou seja, fornecendo maior teor de papaina ou permitindo a
hidroélise por maiores periodos para o couro de maior resisténcia.

No que diz respeito a viabilidade celular de células tratadas com os pulverizados e
seus produtos de hidrdlise, apresentada no quadro 2, as células da linhagem de macrofagos
murinos J774 Al tratadas com o sobrenadante do hidrolisado da pele do peixe AM
apresentaram perda de viabilidade. Para o tratamento com os produtos da hidrolise da pele do
peixe SH a maior concentracdo do sobrenadante implicou na maior perda de viabilidade
visualisada, as demais concentragdes geraram perdas de até 20% nos tratamentos com o
pellet. E importante ressaltar que houve atividade redutora da produgdo de éxido nitrico sem
perda de viabilidade na concentracdo de 100 pg/ mL chegando a 19%.

Para a linhagem RBL-2H3foi verificada a perda da viabilidade celular nas maiores
concentragdes do sobrenadante e na maior concentracdo do pellet, para o trtamento com
produtos da hidrolise da pele do peixe SH houve também maior perda da viabilidade celular
nas maiores concentragdes do pellet e em todas as concentragdes do sobrenadante.

Vale ressaltar que a atividadeapresentada pelo material residual (pellet) indica que este
produto ainda contém o composto com atividade bioldgica reforcando que ndo houve a
digestao integral do contetido protéico presente no pulverizado da pele do peixe. Com base no
exposto, a perda da viabilidade celular apresentada pode ser atribuida a presenca de
glicosaminoglicanos nos produtos da hidrolise. Os glicosaminoglicanos ndo sdo degradados
pela enzima sendo liberados no sobrenadante onde se encontram em maiores concentragoes.
A presenca dos glicosaminoglicanos carregados negativamente potencialmente pode quelar
sais importantes para a manutencdo dos grupos celulares e da mesma forma, podendo
provocar desequilibrio osmético visto que as células poderdao perder sais para o meio
extracelular (RODRIGUES et al., 2011). A presenca de agregados de glicosaminoglicanos
poderiampotencialmente interferirdificultandoa adesdo ao substrato e regulando
negativamente citocinas envolvidas na sua sobrevivéncia (MEREDITH; SCHWARTZ, 1997,
FIGUEIRA et al., 2015).

A avaliagdo de toxicidade oral aguda ¢ a primeira avaliagdo para fins de determinar o
efeito de dose tinica de um dado composto. O monitoramento diario dos animais durante 14
dias apos administracdo dos pulverizados das peles dos peixesndo mostrou qualquer indicio
de toxicidade apos tratamento. Houve progresso de peso mais vagaroso para o grupo que

recebeu a pele do peixe SH, no entanto, ndo foi verificada diferencas da ingestdo alimentar
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entre os grupos. Vale ressaltar a ingesta de 2 g de pele de peixes administrada em dois
momentos com um intervalo de 1h consistindo em material de constituicdo proteica e fibrosa,
de digestao lenta e pouco calorico. A distensdo ocasionada pelo tratamento pode ter
impactado na procura por alimento nos primeiros momentos apos os tratamentos ocasionando
a estagnagdo do peso dos animais. Vale ressaltar que a figura 21 demonstra que ndo houve
perda de peso dos animais que receberam os pulverizados, uma vez que a perda de peso
poderia ser atribuida a algum indicio de toxicidade. Referente a avaliacdo do peso dos o6rgaos,
o grupo SH apresentou variagao estatistica apenas para o peso absoluto do 6rgao, mas nao em
relacdo ao peso relativo, indicando que esta diferenca provavelmente estd associada a
diferenga de peso original entre os animais. Referente aos dados hematologicos, ndo foram
observadas variagdes significativas entre os parametros avaliados. Finalmente, no tocante aos
parametros bioquimicos, o colesterol se apresentou mais baixo para os animais que receberam
os pulverizados da pele dos peixes, entretanto todos os animais avaliados encontravam-se nos
parametros sugeridos como referéncia. Igualmente, houve decaimento do indicador fosfatase-
alcalina, reduzido no grupo de camundongos que recebeu a pele do peixe SH, no entanto,
todos os animais encontravam-se dentro das faixas de normalidade informadas pelo
laboratorio.

Com base nos dados acima expostos, adicionado ao que ha descrito na literatura, no
tocante a composicdo da pele de peixes-porco, e em relagdo ao seu potencial terapéutico, ¢
factivel considerar a hipotese da presenga de compostos bioativos envolvidos nos fendmenos
aqui observados. Entretanto, ndo ha ainda como precisar os mecanismos de agao
envolvidosnas atividades aqui descritas. Da mesma forma, para total seguranga sobre o
consume deste produto natural ¢ imprescindivel a continuidade dos estudos de toxicidade. A
priori descartam-se eventos de toxicidade vinculados a esta pratica, no entanto, mais estudos

sd0 necessarios para o entendimento das agdes biologicas aqui descritas.
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6 Conclusoes

Com este trabalho, verificamos atividade de um produto natural de origem animal empregado
em nossa MT para fins de amenizar a asma. O produto em questdo foi a pele de peixes porco, refugo
do comércio da carne, utilizada seca a temperature ambiente, em chas ou sobre os alimentos;

Este produto natural mostrou acdo anti-inflamatoria in vivo reduzindo o influxo
leucocitatio, primordialmente eosinofilico, para a cavidade pleural em camundongos no
modelo de pleurisia alérgica e no modelo de inflamacao pulmonar alérgica, ambos induzidos
por OVA;

A avaliagdo dos lavados pleurais de animais utilizados no modelo de pleurisia alérgica
mostrou a redu¢do do exsudado proteico e de quimiocinas como eotaxina-1 ¢ RANTES,
mostrando efeitos direcionados a populagdo eosinofilica, no entanto ndo foi verificada a
redugdo da interleucina IL-5 importante na ativagcdo do eosinoéfilo e sua diferenciacao;

A acdo anti-inflamatéria dos pulverizados das peles dos peixes se extendeu a nivel
sistétmico reduzindo a leucometria em sangue periférico e evidenciando sua agdo sobre os
eosinéfilos com redugdo em até 48% desta populagao celular;

Os pulverizados das peles dos peixes-porco também mostraram efeito
antiedematogénico em modelos de edema de pata induzidos por OVA e histamina,;

Nao foram verificadas alteragdes nas populacdes celulares TCD3 e TCD3/ CD25 dos
linfonodos drenantes mais proximos ao local de indu¢do com OVA dos animais utilizados no
ensaio de edema de pata estimulados com OVA;

Em ensaios in vitro buscando avaliar mecanismos de agdo deste produto natural foi
feito o ensaio de degranulacdo de mastocitos f-hexosaminidase para fins de entender se o
produto poderia exercer qualquer a¢do sobre o processo de degranulacdo de mastocitos, no
entato ndo foi revelada atividade significativa visto que houve perda da viabilidade cellular;

Avaliando mecanismos envolvidos na permeabilidade vascular, foi realizada a
dosagem de 6xido nitrico em linhagem de macroéfagos murinos J774-A1, para fins de verificar
se o hidrolisado dos pulverizados das peles dos peixes porco poderiam minimizar a producao
deste mensageiro gasoso, verificamos o efeito da pele do peixe AM sem perda da viabilidade
celular mostrando outra via de a¢do anti-inflamatoria;

Foi realizado o ensaio de citotoxicidade, onde foi verificada perda da viabilidade
celular de ambas as populagdes utilizadas in vitro; no entanto, ¢ sugerido que a perda de
viabilidade celular se deve a componentes derivados do processo de hidrolise como os

glicosaminoglicanos que podem interferir com a viabilidade dos grupos celulares utilizados;
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Finalmente, foi realizado o ensaio de toxicidade oral aguda conforme protocolo de
doses fixas da OECD420 e durante o periodo de avaliagdo ndo foram evidenciados sinais
toxicos do consumo destes pulverizados. Houve alteracdo de peso corporal sem sinais de
toxicidade, a ingestdo alimentar ndo mostrou diferengas significativas entre os grupos,
referente aos orgdos houve diferenca de peso absoluto do figado para o grupo que recebeu o
pulverizado da pele do peixe SH, no entanto, exames hematoldégicos ndo mostraram
diferencas significativas e as diferencas evidenciadas no exame bioquimico encontravam-se
dentro da faixa de normalidade excluindo sinais de toxicidade consequentes da administragao

dos pulverizados das peles dos peixes AM e SH.
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