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RESUMO

Os componentes dos venenos das serpentes constituem ferramentas
farmacoldgicas e biotecnoldgicas relevantes. Recentemente, seu potencial
terapéutico tem sido demonstrado; podendo representar a base para o
desenvolvimento de medicamentos para o controle da dor. A auséncia de dor local,
mesmo na presenca de edema e inflamacao, sugere a presenca de componente
analgésico no veneno de serpentes do género Micrurus. Para investigar essa
hipétese, no presente trabalho investigamos a atividade antinociceptiva do veneno
de Micrurus lemniscatus em modelos experimentais de dor. Em um teste de triagem
para antinocicepc¢éo, no teste de contor¢oes abdominais, a administracdo oral do
veneno (19,7 - 1600 pg/kg) produziu efeito antinociceptivo significativo. Confirmando
essa atividade, o veneno (1600 pg/kg) inibiu as duas fases do teste de formalina,
indicando que um mecanismo central pode estar envolvido na antinocicepcdo. A
participacdo de um componente central foi confirmada no teste de retirada da cauda
no qual o veneno (59 - 1600 pg/kg) produziu efeito antinociceptivo dose-dependente.
Neste teste, a dose de 1600 pg/kg produziu efeito antinociceptivo mais potente e
duradouro que o efeito da morfina, analgésico considerado padréo ouro. Validando
essa antinocicepcdo, a administracdo do veneno (1600 pg/kg) ndo provocou
comprometimento motor nos testes de rota-rod e campo aberto. Em outra série de
experimentos, 0s mecanismos envolvidos na atividade antinociceptiva do veneno
foram investigados com a utilizacdo de antagonistas farmacoldgicos de receptores
opibides. O efeito antinociceptivo do veneno foi prevenido pela naloxona,
antagonista opioide nao-seletivo, sugerindo a mediacdo pelo sistema opidide. Em
adicdo, o pré-tratamento com o antagonista de receptor u opidide (CTOP; 1 mg/kg)
preveniu completamente o efeito antinociceptivo do veneno. O pré-tratamento com
antagonista de receptor k opioide (nor-BNI; 0,5 mg/kg) ou & opidide (naltrindole; 3
mg/kg) reduziu parcialmente o efeito antinociceptivo desse veneno. Os resultados
obtidos demonstram que o veneno de M. lemniscatus apresenta potente efeito

antinociceptivo mediado pelo sistema opiodide, sobretudo por receptores do tipo p.



Estudos complementares devem ser realizados para melhor elucidar o mecanismo
de acéo e o(s) constituinte(s) do veneno envolvido(s) em sua acao antinociceptiva.
Palavras-chave: Micrurus, dor, antinociceptivo, venenos de serpentes, opioides,

coral-verdadeira.



ABSTRACT

The components of snake venom are important pharmacological and biotechnology
tools. Recently, their therapeutic potential has been demonstrated; which may
represent the basis for the development of drugs for pain control. The absence of
local pain, even in the presence of edema and inflammation, suggests the presence
of an analgesic component in the snake venom of the genus Micrurus. In order to
investigate this hypothesis, we studied the antinociceptive activity of Micrurus
lemniscatus venom in experimental models of pain. In a screening test for
antinociception, the writhing test, oral administration of venom (19,7 - 1600 ug/kg)
produced significant antinociceptive effect. Confirming this activity, the venom (1600
pg/kg) inhibited both phases of the formalin test, indicating that a central mechanism
may be involved in antinociception. The participation of a central component was
confirmed in the tail-flick test, in which the venom (59 - 1600 pg/kg) produced dose-
dependent antinociceptive effect. In this test, the dose of 1600 pg/kg produced a
more potent and long lasting antinociceptive effect than the one related to morphine,
an analgesic considered the gold standard. Corroborating these results,
administration of venom (1600 pg/kg) did not cause motor impairment in the rota-rod
and open field tests. In another series of experiments, the mechanisms involved in
the venom antinociceptive activity were investigated through the use
of pharmacological antagonists of opioid receptors. The venom antinociceptive effect
was prevented by naloxone, a non-selective opioid receptor antagonist, suggesting
mediation by the opioid system. In addition, pretreatment with a p opioid receptor
antagonist (CTOP, 1 mg/kg) completely prevented the venom antinociceptive effect.
On the other hand, pretreatment with k opioid receptor antagonist (nor-BNI, 0,5
mg/kg) or & opioid receptor antagonist (naltrindole; 3 mg/kg) partially reduced the
venom antinociception. The present results show that the venom of M. lemniscatus
has potent antinociceptive effect mediated by the opioid system, especially by the
receptor u. Further studies should be conducted to better elucidate the mechanism of
action of this venom and its component(s), which are involved in its antinociception.

Keywords: Micrurus, pain, antinociceptive, snake venoms, opioids, coral.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor: aspectos gerais

A dor esta presente em mais de 70% dos pacientes que buscam o0s
consultérios brasileiros por motivos diversos, sendo a razdo das consultas médicas
em um terco dos casos (ROCHA et al., 2007). Mais de 1/3 dos brasileiros afirmam
que a dor cronica compromete suas atividades habituais e mais de 3/4 destes
consideram que a dor crbnica € limitante para as atividades recreacionais e relacdes
sociais e familiares (YENG & TEXEIRA, 2004). Na populagéo de Salvador, em um
estudo realizado com 2297 pessoas acima de 20 anos, verificou-se que 41,4%
sofrem de dor cronica (SA et al., 2008). Esses dados de alta prevaléncia
demonstram a importancia da compreensdo dos eventos que envolvem o
comportamento doloroso e a busca por terapias (farmacolégica ou néao-
farmacoldgica) para a devida intervencdo no modelo de assisténcia inter e
multiprofissional.

A dor é um mecanismo protetor, de alerta, desencadeado por estimulos
potencialmente lesivos, fazendo com que o individuo reaja para remover o estimulo
doloroso (GUYTON & HALL, 2011). Ao contrario da maioria das modalidades
sensoriais, a dor € essencial a sobrevivéncia (CAILLIET, 1999). A sua fisiologia
envolve uma interacdo complexa de diferentes estruturas periféricas e centrais da
superficie da pele até o cortex cerebral (FURST, 1999). Assim que o mecanismo de
alerta é estabelecido, a dor pode provocar uma resposta comportamental
generalizada, incluindo respostas neuroenddcrinas como a secrecdo de
glicocorticéide e ativacdo simpatica, com elevacfes de pressdo sangilinea e
batimentos cardiacos, que auxiliam ac¢cfes comportamentais que visam o0
afastamento de situagdes de risco (MILLAN, 1999).

Além da transducgdo do estimulo nocivo ambiental, a dor envolve também o
processamento cognitivo e emocional pelo encéfalo (JULIUS & BASBAUM, 2001).
De fato, segundo a Associacédo Internacional para Estudo da Dor (IASP), a dor é
definida como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a
dano real ou potencial dos tecidos ou descrita em termos de tais lesées”. Baseado
nesta definicdo se concebe a experiéncia dolorosa como multidimensional, privada e
particular (PEREIRA & RABELLO, 2003); isto €, leva em consideracdo a
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subjetividade do fenbmeno da dor: os aspectos afetivos, motivacionais e cognitivos
(ALMEIDA et al., 2004).

De acordo com essa ideia, a dor, além de uma sensacao, € uma experiéncia.
Por isso, € necessério distinguir, conceitualmente, ‘dor’ de ‘nocicepgao’. Nocicepgao
se refere ao mecanismo pelo qual o dano tecidual - mecéanico, térmico ou quimico -
excitando um nervo sensorial, da inicio ao processo que conduz a informacao
nociceptiva ao Sistema Nervoso Central (SNC) (LOESER, 1975 apud PERISSINOTI,
2002). Sendo assim, a nocicepcdo se refere apenas as manifestacdes
neurofisiolégicas geradas pelo estimulo nocivo. Por outro lado, a dor envolve a
percepcdo de um estimulo aversivo e exige a capacidade de abstracao e elaboracao
de impulsos sensoriais (ALMEIDA et al., 2004). Portanto, o dominio nociceptivo
associado ao dominio afetivo determina o comportamento doloroso (PEREIRA &
RABELLO, 2003). Considerando que a identificacdo da dor em animais nao € ébvia,
termos como dor e analgesia sdo comumente utilizados para seres humanos
engquanto nocicepgdo e antinocicepcdo usados para animais (JONES, 1992 apud
SOUZA, 2008).

1.2 Neurofisiologia da dor
De maneira geral, podemos considerar que o mecanismo da dor compreende
trés fases béasicas (Figura 01): transducdo, que é a ativacdo dos nociceptores por
transformacao de um estimulo nocivo em potencial de a¢éo; transmissao, que € o
conjunto de eventos que permitem que o impulso nervoso, gerado no nociceptor,
seja conduzido para o SNC; e modulacdo, que sdo 0S mecanismos e vias
responsaveis pela supressao ou facilitacdo da dor e que podem ser ativados pelas

proprias vias nociceptivas (PORTO, 2004).
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CORTEX

PERCEPCAO

TRANSMISSAO
TRANSDUCAO

- ESTIMULO
MOBULACAO NOCICEPTOR NOcivo

Figura 01: Mecanismo da dor. Nesse sistema ha mecanismos que amplificam ou inibem a dor.

Fonte: DOL: DOR ON LINE - Acesso em 12 nov. 2010.

Quando o estimulo nocivo € produzido, as terminacgdes livres dos neurbnios
aferentes primarios, chamados de nociceptores, o detectam e transmitem para o
SNC (revisado por CATERINA et al., 2000). Os nociceptores sao encontrados em
praticamente todos os tipos de tecido do corpo e séo classificados em termos de
estrutura, diametro e velocidade de condugdo em A-delta (A-6) e C (ALMEIDA et al.,
2004).

As fibras nervosas A-0 sado levemente mielinizadas, sendo responsaveis pela
dor rapida e bem localizada, desencadeada por estimulos mecanicos ou térmicos.
Essas fibras tém diametro de 2,0 a 6,0 um e velocidade de conducéo de 12 — 30
m/s. Ja as fibras nervosas C ndo sdo mielinizadas, sendo responsaveis pela dor
lenta, difusa e mal localizada. Essas fibras séo polimodais, sendo desencadeadas
por estimulos quimicos e também por estimulos mecanicos ou térmicos persistentes,
tém diametro de 0,4 a 1,2 um e uma velocidade de conducéo de 0,5 — 2,0 m/s
(revisado por ALMEIDA et al., 2004; ABRAHAMSEN et al., 2008) (Figura 02).
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Figura 02: Tipos de fibras nervosas. Diferentes nociceptores detectam diferentes tipos de dor. a —

tipos das fibras aferentes primarias, além de suas respectivas caracteristicas e limiar térmico. As
fibras A-0 e C séo responsaveis pela condugdo da dor até a medula espinal. b - velocidade de
conducéo da fibra relacionada ao didmetro da mesma (figura em cima): a velocidade de conducéo é
maior de acordo com a maior presenca de bainha de mielina na fibra nervosa. As fibras A-6 e C séo
responsaveis pelos tipos de dor rapida e lenta, respectivamente (figura embaixo). Fonte: Adaptado de
Julius & Bausbaum, 2001.

Quando ativadas, as fibras A-6 e C sofrem alteracbes em suas membranas,
permitindo a deflagragcéo de potenciais de acdo ao longo de toda a fibora (ROCHA et
al., 2007). As fibras nociceptivas possuem elevado limiar de ativacdo, e se projetam
da periferia para o corno dorsal da medula espinal onde ativam grande numero de
neurbnios de segunda ordem que podem ser interneurbnios ou neurdnios de
projecdo (CARVALHO & LEMONICA, 1998). As fibras nociceptivas adentram o
corno dorsal da medula espinal pelas raizes espinais dorsais e estabelecem
conexdes sinapticas com neurbnios espinais de distribuicdo altamente organizada
(revisado por MILLAN, 1999). De acordo com critérios histoarquitetdnicos, o corno
dorsal da medula espinal se divide em varias camadas, denominadas laminas de

Rexed. As fibras A-0 terminam principalmente nas laminas | e V e as fibras C nas
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laminas 1l e 1l (CAILLIET, 1999). A conexdo sinaptica entre fibras aferentes
primarias e neurénios do corno dorsal envolve neurotransmissores como glutamato
e a substancia P, que séo responsaveis pela producdo de potenciais pos-sinapticos
excitatorios rapidos e lentos, respectivamente (MILLAN, 1999; ROCHA et al., 2007)
(Figura 03).

“Medula espinal

Medula espinal

? Via aferente

) Ganglio da Raiz
| Dorsal

Fibra Nervosa J/
Aferente

Fibras C .
Amielinicas - Lenta

Fibras A
Mielinicas - Ripida

Figura 03: Transmissdo da dor. 1 - nociceptores ativados por um estimulo nocivo. Liberacdo de
substancias algiogénicas e deflagracdo do potencial de acdo da periferia para o corno dorsal da
medula através das fibras A-6 e C 2 — no corno dorsal, as fibras terminam em suas respectivas
laminas de Rexed situadas no corno dorsal da medula espinal. Neurbnios de projecédo e
interneurdnios de segunda ordem sdo acionados e ascendem através das vias aferentes de dor;
liberagdo de neurotransmissores. 3 — O corno dorsal € a regidao da medula espinal cujo propdsito
principal é receber o estimulo aferente de dor, modificar o sinal de entrada de acordo com a
modulacdo descendente dos centros cerebrais superiores e liberar a informagéo resultante aos
centros cerebrais superiores como talamo, sistema limbico (4) e cortex (5) para continuar 0 processo

de compreensédo da dor. Fonte: Adaptado de Miguel Jr., 2007.

A partir do corno dorsal, neurbénios de projecdo ascendem ao talamo e cortex,
passando pelo tronco encefalico, formando os tratos que constituem as vias
ascendentes de conducdo da dor, como o0s tratos neoespinotalamico,
paleoespinotalamico, espinomesencefalico, entre outros. E através dessas vias que

os sinais dolorosos seguem seu trajeto até o encéfalo (MILLAN, 1999; ALMEIDA,
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2004). O tdlamo e o cortex sdo regides finais da projecdo das vias de nocicepcéo,
sendo que o talamo funciona como um ponto de redistribuicdo e o cortex participa da
discriminacéao e localizacéo do estimulo (GUYTON & HALL, 2011).

Além das vias ascendentes responséaveis pela transmissdo da dor, existem
vias descendentes envolvidas com a modulagdo da dor. Essas vias se originam em
varios niveis do encéfalo, como tronco encefélico, hipotalamo, cortex e talamo
(MILLAN, 2002). Uma das descobertas mais interessantes a respeito da modulacéo
descendente da dor é que essa pode tanto facilitar quanto inibir a transmisséo
nociceptiva (JULIUS & BAUSBAUM, 2001).

1.3Tratamento farmacologico para o alivio da dor

Apesar da funcdao fisioldgica protetora da dor aguda, a dor intensa, persistente
ou crbnica necessita de intervencdo medicamentosa. Os antiinflamatérios néo-
esteroidais (AINES) e os opidides sdo as duas principais classes atualmente
utilizadas como analgésicos. Eles atuam prevenindo a sensibilizacdo dos
nociceptores via inibicdo da ciclooxigenase (CASHMAN, 1996), e abolindo
diretamente a transmissdo nociceptiva pela ligagdo em receptores opidides
(HOSKIN & HANKS, 1991), respectivamente. No entanto, apesar da eficacia em
uma variedade de sindromes dolorosas, esses farmacos causam efeitos colaterais
graves, sobretudo mediante uso prolongado (REISINE & PASTERNAK, 1996 apud
RAJENDRA et al.,, 2004). Opidides causam constipacdo, nauseas, vOmitos,
broncoconstricdo, hipotensdo, bradicardia, depressdo respiratéria e tolerancia
(HOSKIN & HANKS, 1991). Do mesmo modo, AINES como indometacina e acido
acetil salicilico apresentam alta toxicidade renal e gastrointestinal que podem
resultar em grande morbidade, limitando seu uso prolongado (HENRY et al., 1996).

Além desses analgésicos convencionais, antidepressivos, neurolépticos,
anticonvulsivantes, anestésicos locais e miorrelaxantes, também podem ser
utilizados como analgésicos ao proporcionarem ativacdo do sistema analgésico
endogeno, normalizacdo do sono, reducdo da hiperexcitabilidade neuronal e
relaxamento muscular, respectivamente. Apesar dessa relativamente grande gama
de opcdes para o tratamento da dor, alguns estados de dor como os de origem
neuropatica, sdo muito refratarios a analgésicos, e apenas 1/3 dos pacientes
referem analgesia superior a 50% (SINDRUP & JENSEN, 1999). Por isso, o controle

da dor ainda depende do desenvolvimento de farmacos mais eficazes, com menos
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efeitos indesejados e com indicagdo para modalidades de dor ainda de dificil
tratamento (JULIUS & BASBAUM, 2001; JUNIOR, 2005).

1.4Micrurus lemniscatus

Até o ano de 2010, existiam 371 espécies de serpentes catalogadas no Brasil,
agrupadas em 75 géneros e 10 familias (BERNILS, 2010), das quais 16% (59
espécies) podem ser consideradas potencialmente capazes de produzir
envenenamentos que necessitam de intervencdo médica (LIRA-DA-SILVA et al.,
2009). Estdo agrupadas nessa categoria as serpentes peconhentas dos géneros
Bothrops, Crotalus e Lachesis (familia Viperidae) que possuem dentes inoculadores
bem desenvolvidos e fosseta loreal, orificio situado entre o olho e a narina, sendo
um érgado termorreceptor que indica que a serpente € peconhenta (por isso também
conhecida popularmente por “serpente de quatro ventas”); as serpentes do género
Micrurus (familia Elapidae) que, apesar de serem peconhentas, ndo apresentam
fosseta loreal e possuem dentes inoculadores pouco desenvolvidos (Figura 04)
(PINHO & PEREIRA, 2001); e a partir de 1999, segundo o Ministério da Saude, as
serpentes da familia Dipsadidae (antiga Colubridae), embora oferecam pouco risco
de causar oObito (LIRA-DA-SILVA et al., 2009).

Figura 04: Caracteristicas do género Micrurus — (a) auséncia de fosseta loreal e dentigdo
proteroflifa (presas inoculadoras peguenas e imoveis) no maxilar e (b) denticdo proterdglifa - imagem
mostrando o canal do veneno. Fonte: INSTITUTO VITAL BRAZIL, out. 2008.

Os venenos de serpentes sao compostos, em sua maioria, por proteinas e

peptideos (JIANG et al., 2008) e decorrem de um continuo processo evolutivo de
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milhdes de anos, tendo funcgdo, principalmente, na paralisia de presas e defesa
contra predadores (MORTARI & FERREIRA, 2007). Desde 1971, quando foi isolado
do veneno de Bothrops jararaca o peptideo que culminou no desenvolvimento do
anti-hipertensivo captopril, que os venenos de serpentes tém sido considerados
fontes ricas em compostos bioativos potencialmente Uteis (JIMENEZ & MUNOZ,
2009). Atualmente, seu uso como agente terapéutico € baseado na medicina
popular, contudo, estudos recentes tém fornecido a fundamentacéo cientifica para
tal uso.

Os venenos de serpentes viperideas e elapideas tém sido considerados
novas bases no desenvolvimento de analgésicos, induzindo antinocicepcéo pela
acdo de suas miotoxinas e neurotoxinas (NTXs), respectivamente (AIRD, 2002;
CHEN et al., 2006). De fato, entre as atividades farmacologicas demonstradas para
0s venenos de serpentes, destaca-se a atividade analgésica. Como exemplo, podem
ser citados os venenos da serpentes Vipera russelli, Vipera xanthina palestinae,
Naja naja, Naja kaouthia, Naja tripudians, Ophiophagus hannah e Crotalus durissus
terrificus (GIORGI, 1993; SHULOV & PRIMOR, 1999; RAJENDRA et al.,, 2004;
CHEN et al., 2006).

As serpentes brasileiras do género Micrurus, familia Elapidae, apresentam
anéis vermelhos, pretos e brancos em diferentes combinacfes circundando o dorso
e o ventre (Figura 05). Consideradas animais de pequeno a médio porte sdo
conhecidos por coral, coral-verdadeira, ibiboca ou boicora (PINHO & PEREIRA,
2001). Ao contrario da familia Viperidae, ndo possuem fossetas loreais, suas presas
inoculadoras sdo pequenas (do tipo proteréglifa), tem o habitat fossorial ou semi-
fossorial (PINHO & PEREIRA, 2001; CARDOSO et al., 2003) e, provavelmente
devido a este habito e ao comportamento pouco agressivo, 0 envenenamento &
relativamente raro, tendo baixa incidéncia em nosso meio (menos de 0,5%)
(BARRAVIERA, 1999).
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Figura 05: Micrurus lemniscatus. Triades completas e anéis na coloragdo vermelhos, pretos e

brancos. Fonte: INSTITUTO VITAL BRAZIL, set. 2008.

No entanto, apesar da baixa incidéncia, acidentes graves tém sido
registrados, com rapida evolucdo do quadro sintomatico e risco de morte (CASAIS-
E-SILVA, 2001). O veneno elapidico possui neurotoxinas (NTXs), substancias de
baixo peso molecular que sédo rapidamente absorvidas e difundidas para os tecidos,
explicando a precocidade dos sintomas de envenenamento (PINHO & FERREIRA,
2001). No entanto, estudos bioquimicos e farmacoldgicos dos venenos de Micrurus
sdo muito escassos devido as dificuldades na correta identificacdo das espécies, de
extracdo do veneno, de manutencédo dos animais em cativeiro e poucas amostras da
natureza (TANAKA et al., 2010; CISCOTTO et al., 2011). Outros estudos também ja
demonstraram que estes venenos apresentam variagbes na sua cOmposicao
relacionadas a sua distribuicdo geografica, idade, sexo e dieta (CHIPPAUX et al.,
1991; CASAIS-E-SILVA, 1995; TANAKA et al., 2010).

Classicamente, 0os venenos das serpentes corais possuem dois mecanismos
de acdo neurotoxica elucidados do ponto de vista bioquimico e farmacologico
apenas para poucas espécies (CECCHINI et al., 2005): (1) acdo das NTXs pré—
sinapticas e (2) acdo das NTXs pdOs-sinapticas (Figura 06). Até o momento, sabe-se
que NTXs pré-sinapticas de venenos de serpentes interferem com o0s canais de
Ca'", impedindo a liberacdo de ACh (acetilcolina) na fenda sinaptica. Entretanto,
NTXs pés-sinapticas foram isoladas do veneno de Micrurus surinamensis e Micrurus
frontalis e atuam competindo com a ACh nos receptores colinérgicos nicotinicos das
membranas poés-singptica da juncdo neuromuscular dos nervos motores (acao
semelhante ao curare) (SILVA JR. & BUCARETCHI, 2003).
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Figura 06: Mecanismo de acgéo do veneno da Micrurus sp. Jungdo neuromuscular e sitio de agéo do

veneno neurotoxico. Fonte: SILVA JR. & BUCARETCHI, 2003.

Devido a grande seletividade das neurotoxinas presente nos venenos de
algumas serpentes, diversos estudos tém avaliado o perfil farmacolégico desses
compostos em modelos experimentais de dor (MORTARI & FERREIRA, 2007).
Estudos de eletroforese, imunoquimica e cromatografia de venenos de Micrurus tém
mostrado a presenca de componentes com perfil semelhante ao de outras toxinas
elapidicas (CECCHINI et al.,, 2005) que ja tiveram sua atividade antinociceptiva
comprovada (CHEN et al., 2006). Com base nessa constatacdo, na auséncia de dor
na sintomatologia e na observacdo de que a administracao intraplantar de venenos
isolados de serpentes do género Micrurus induz alteracbes inflamatérias e
significante edema sem a inducdo de hiperalgesia em ratos (CASAIS-E-SILVA,
2001), sugere-se a presenca de um constituinte antinociceptivo no mesmo. Para
investigar a hipétese de uma atividade antinociceptiva no veneno de Micrurus
lemniscatus, avaliamos seus efeitos em modelos experimentais de dor, promovendo
sua caracterizagdo farmacologica e avaliando seu mecanismo de acdo. Os
resultados desse estudo sugerem o potencial desse veneno para o desenvolvimento

de um zooterapico de acdo analgésica como nova alternativa para o controle da dor.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral
Investigar a atividade antinociceptiva do veneno de Micrurus

lemniscatus em modelos experimentais de dor.

2.20bjetivos Especificos
= |dentificar o efeito antinociceptivo do veneno de Micrurus lemniscatus
no teste de contor¢des abdominais e formalina em camundongos;
= Caracterizar o efeito antinociceptivo do veneno de Micrurus
lemniscatus no teste de retirada da cauda em camundongos;
= Avaliar o efeito do veneno na fungéo motora dos camundongos;
= |nvestigar os mecanismos envolvidos na acdo antinociceptiva do

veneno.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos Swiss pesando entre 18 e 22g,
fornecidos pelo CPqGM/Fiocruz. Os animais foram mantidos no biotério
experimental em sala aclimatizada, ciclo claro/escuro de 12h, com agua e
alimentacdo ad libitum durante todo o periodo do experimento. Os protocolos
experimentais foram revisados e aprovados pelo Comissdo de Etica do CPqGM sob
0 n° L-IGM-012/09. O numero de animais e a intensidade dos estimulos foram os
minimos necessarios para demonstrar de forma consistente o efeito dos
tratamentos. Todos os experimentos com os animais foram realizados entre 8h e
17h e respeitaram o protocolo estabelecido pela IASP para uso de animais de
laboratorio (ZIMMERMANN, 1983).

3.2 Obtencéo do veneno de Micrurus lemniscatus

O veneno extraido da serpente Micrurus lemniscatus, proveniente da cidade de
Salvador, foi cedido pelo NEVA (EBMSP, Salvador — BA), onde as serpentes eram
mantidas em serpentario, apés passarem pela quarentena. O veneno foi coletado
pela pressdo manual das glandulas e, em seguida, seco a vacuo, pesado em

balanca analitica e estocado a -20°C até o momento de diluicdo e uso.

3.3 Avaliacao do efeito antinociceptivo

3.3.1 Teste de contor¢cdes abdominais

Utilizamos o teste de contorcbes abdominais induzidas pela
administracao intraperitoneal de acido acético 0,8% (0,1mL/10g de peso) em
camundongo (COLLIER et al., 1968). Esse teste é amplamente utilizado
como “screening” para a identificacdo de novos compostos analgésicos. A
reacdo avaliada foi a contragdo do musculo abdominal juntamente com a
extensdo das patas traseiras, caracterizando a contor¢do abdominal (Figura
07). A intensidade de nocicepcao foi quantificada pelo nimero de contor¢des
abdominais durante os 30 minutos seguintes ao estimulo. Durante o tempo

de observacdo os animais foram mantidos em um microisolador invertido. A
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indometacina (10 mg/kg, i.p. — NONATO et al.,, 2009), administrada 30
minutos antes do estimulo, foi utilizada como farmaco de referéncia. A
atividade antinociceptiva foi determinada pela capacidade de inibir as
contor¢cbes abdominais em relacdo aos camundongos tratados com o veiculo

(grupo controle).

Figura 07: Padrdo das contorgdes abdominais - a rotagdo do corpo com extensdo das

patas traseiras. Fonte: Roman (2004).

3.3.2 Teste de formalina

Os camundongos foram colocados em funis de vidro (23,5cm de
diametro) durante 5 minutos antes do teste para a ambientacdo. Em seguida,
foram removidos para a administracdo intraplantar (20 pL) de formalina a
2,5% no dorso da pata traseira direita. Apdés a administracdo, 0s animais
foram colocados novamente nos funis de observacdo por um periodo de 30
minutos. Esses 30 minutos foram divididos segundo as duas fases distintas
do teste da formalina: 0-10 minutos, a fase inicial (denominada neurogénica, &
o resultado da estimulacdo direta de nociceptores) e 10-30 minutos, a fase
tardia (denominada inflamatéria, € causada pela inflamacdo local, com
liberacdo de mediadores inflamatorios) (HUNSKAAR et al, 1986 apud
COSTA-E-SOUSA et al., 2010; SOUSA et al., 2008 apud CARVALHO, 2011).
O parametro nociceptivo considerado foi o tempo em que o animal passou
lambendo ou mordendo a pata direita traseira, registrado com cronémetro em
segundos (Figura 08) (DUBUISSON & DENNIS, 1977 — modificado). A
morfina (5 mg/kg, s.c. — NONATO et al., 2009), administrada 40 minutos antes

do estimulo, foi utilizada como farmaco de referéncia.
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Figura 08: Teste de formalina. Avaliagdo da nocicepgao através da lambida ou mordida da

pata estimulada. Fonte: Acervo pessoal.

3.3.3 Teste da retirada da cauda

O limiar nociceptivo térmico foi avaliado pelo teste de retirada da cauda
descrito por D’amour & Smith (1941), modificado para camundongos, método
amplamente utilizado para avaliar analgésicos de acdo central (ROMAN,
2004). Antes do inicio dos experimentos, os camundongos foram habituados
aos cilindros de contencgéo durante 5 dias consecutivos (20 minutos por dia).
Para medir a laténcia de retirada da cauda, os camundongos foram colocados
nos cilindros de contencdo e a ponta da cauda (2 cm da extremidade) foi
imersa em um banho de agua a 48°C + 0,5°C (estimulo térmico nociceptivo)
(Figura 09). Foi considerada resposta positiva 0 movimento brusco de retirada
da cauda, isto é, movimento reflexo de origem espinal rapido e vigoroso. Um
tempo de corte de 10 segundos foi estabelecido para minimizar a
probabilidade de dano na pele. Antes do dia do experimento, laténcias de
retirada da cauda foram medidas para a estabilizacdo e determinagédo do
basal. No dia do experimento, o limiar nociceptivo foi avaliado em diferentes
tempos apdés a administracdo das drogas. A morfina (5 mg/kg, s.c.),
administrada 40 minutos antes do estimulo, foi utilizada como farmaco de
referéncia. A atividade antinociceptiva foi quantificada pelo aumento do indice
de Antinocicepcdo, calculado pela aplicacdo da formula abaixo:

14 = (aténcia do teste — laténcia basal) x 100
10 — laténcia basal
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Figura 09: Aparato para a realizagdo do teste de retirada da cauda. Fonte: Acervo pessoal.

3.4 Avaliagéo da fungdo motora
Considerando que o0s testes nociceptivos utilizados avaliam respostas
motoras, o efeito do veneno sobre a funcdo motora foi avaliado com o objetivo de

validar o efeito antinociceptivo sugerido pelos testes comportamentais.

3.4.1 Teste de rota-rod

O aparelho de rota-rod (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil) consiste de uma
barra horizontal rugosa de 3 cm de diametro, localizada a 25 cm da
superficie, subdividida em cinco compartimentos e que gira a velocidade
constante (Figura 10). Para manter-se no cilindro o animal necessita se
locomover, sendo a capacidade alterada de permanéncia no aparelho
indicativo de prejuizos neurolégicos como ataxia, sedacdo e
hiperexcitabilidade. No dia anterior ao teste, os animais foram selecionados
com base no tempo de permanéncia — no minimo, 3 minutos - na barra em

trés tentativas com o rota-rod a 6 rpm. No dia do experimento, foi anotado o
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tempo de permanéncia na barra em trés tentativas (KURIBARA et al., 1977 -
modificado). O diazepam (10 mg/kg, i.p., pré-tratamento de 30 minutos —
NONATO et al.,, 2009), um depressor do SNC que reduz o tempo de
permanéncia dos animais no aparelho de rota-rod foi usado como parametro

de comparacao.

Figura 10: Aparelho rota-rod. Fonte: Acervo pessoal.

3.4.2 Teste de campo aberto

O teste do campo aberto avalia respostas comportamentais como
atividade locomotora, hiperatividade e comportamento exploratério. O aparato
de acrilico opaco mede 50 cm x 60 cm x 45 cm, com piso demarcado em 12
guadrados iguais (Figura 11). No momento do teste, o animal foi colocado em
um dos cantos do aparato (todos os camundongos comecaram O teste no
mesmo quadrado) e o niumero de vezes, durante 3 minutos, em que ele
cruzou os quadrados com as quatro patas foi registrado. ApGs cada teste com
um camundongo, a caixa era devidamente limpa com alcool a 70%. Assim
como no rota-rod, o diazepam foi utilizado como farmaco de referéncia
(MACHADO et al., 2007).
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Figura 11: Campo aberto. Fonte: Acervo pessoal.

3.5 Aquecimento do veneno
O veneno na dose de 1600 pg/kg foi submetido a uma temperatura de 100°C
durante 5 minutos e em seguida administrado aos camundongos para avaliar o

efeito do aguecimento sobre sua atividade antinociceptiva (ALVES, 2007).

3.6 Calculo de DEsg
O célculo de DEs (dose da droga necesséria para produzir metade do efeito
maximo) foi feito no programa GraphPad Prism v.5.0 (GraphPad Inc., San Diego,
CA) a partir de quatro doses do veneno (59, 177, 533 e 1600 ug/kg) utilizadas no
teste de retirada da cauda.

3.7 Compostos e diluicdes

Foram utilizadas as seguintes drogas: Indometacina - Sigma Chemical
Company (St. Louis, MO, EUA), Diazepam - Cristalia (Itapira, Sdo Paulo, Brasil),
Morfina — Cristdlia (Itapira, Sao Paulo, Brasil), Naloxona — Sigma Chemical Company
(St. Louis, MO, EUA), CTOP — Tocris Bioscience (Bristol, UK), Nor-BNI — Sigma
Chemical Company (St. Louis, MO, EUA), Naltrindole — Sigma Chemical Company
(St. Louis, MO, EUA). O veneno de Micrurus lemniscatus foi extraido pelo Nucleo
Regional de Ofiologia e Animais Peconhentos da Bahia (NOAP) e cedido pelo
NEVA. A indometacina foi dissolvida em salina/Tris HCI 0,1M. O formol, o acido
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aceético, o diazepam, a morfina, os antagonistas opidides e o veneno foram diluidos
em salina. A concentracdo foi ajustada para que todas as doses pudessem ser
administradas em um volume fixo de 200 pL por animal. A administracéo por via oral
foi realizada através da agulha de gavagem de aco inox reta 22GA, canula de
didmetro 0,64mm com esfera de 1,25 mm e comprimento de 25 mm (Ciencor

Scientific Ltda, Pompéia, Sdo Paulo, Brasil).

3.8 Protocolo Experimental

Nos experimentos comportamentais foram realizadas curvas de dose-
resposta empregando até quatro doses do veneno por via oral, diluidas em salina e
com pré-tratamento de 1 hora. A escolha da via de administracdo e tempo de pré-
tratamento se baseou nos melhores resultados encontrados em um projeto piloto
com o veneno de Micrurus lemniscatus, no qual foi administrado em dois tempos de
pré-tratamento (30 minutos e 1 hora) e em duas vias de administracdo (via
intraperitoneal e via oral). Esse projeto piloto também permitiu um maior
conhecimento a cerca da dose a ser utilizada no presente trabalho. Apés a
identificagdo da dose do veneno com efeito méximo no teste de retirada da cauda,
avaliamos a possivel reversdo do efeito antinociceptivo pelo pré-tratamento com
antagonista ndo seletivo de receptores opidides (naloxona) e antagonistas seletivos
para receptores opidides tipo p (CTOP), tipo k (nor-BNI), e tipo d (naltrindole). As
doses, vias utilizadas, tempo de pré-tratamento e diluicdo estdo descritos na tabela

abaixo:

Tabela 01: Antagonistas opidides.

DROGA Naloxona CTOP Nor-BNI Naltrindole
ACAO Antagonista | Antagonista | Antagonista | Antagonista
de receptor | de receptor | de receptor k | de receptor
opibide nao- M opidide opioide O opidide
seletivo
DOSE 5 mg/kg 1 mg/kg 0,5 mg/kg 3 mg/kg
VIA DE I.p. I.p. s.C. s.C.

ADMINISTRACAO




TEMPO DE PRE- | 15 minutos | 30 minutos 15 minutos 5 minutos
TRATAMENTO antes da apos a antes da antes da
morfina ou morfina ou | morfina ou do | morfina ou
do veneno do veneno veneno do veneno
DILUICAO Salina Salina Salina Salina
REFERENCIA BISPO et | LESSCHER | BACKHOUSE | NOZAKI et
al., 2000 et al., 2005 et al., 2008 al., 2006

3.9 Andlise Estatistica

Os resultados foram representados como média + erro padrdo da média de 6
animais por grupo e analisados por one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
Os resultados do teste de retirada da cauda, com excecdo do aquecimento do
veneno, foram representados como média + erro padrao da média de 6 animais por
grupo e analisados pelo teste de two-way Anova seguido pelo teste de Bonferroni.
Os dados foram analisados utilizando o GraphPad Prism v.5.0 (GraphPad Inc., San

Diego, CA). Em todos os testes, as diferencas foram consideradas estatisticamente

significantes para valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito antinociceptivo do veneno de M. lemniscatus no teste de
contor¢cdes abdominais

O veneno administrado por via oral nas doses 19,7 pg/kg, 177 pg/kg e 1600

pg/kg diminui significantemente o niumero de contorcbes abdominais induzidas pelo

acido acético em comparacao ao grupo controle tratado com salina (p<0,001, p<0,01

e p<0,001, respectivamente). Assim como esperado, a indometacina (10 mg/kg, i.p.),

utilizada como padrdo ouro, também diminui significantemente o numero de

contor¢des abdominais (p<0,01) (Grafico 01).

801

60 —|_

20+

Con:[role 1600 pg/kg 177u|g/kg 19,7ug/kg 2,19 ilg/kgI Indomcletacina

N° de contor¢cBes abdominais
N
<

Veneno

Grafico 01: Efeito antinociceptivo do veneno de M. lemniscatus no teste de contorges abdominais.
Camundongos foram tratados com veneno (2,19 — 1600 ug/kg) ou salina (grupo controle) por via oral
1h antes da injecdo do &cido acético. Indometacina (10 mg/kg) foi utilizada como farmaco padréo,
sendo administrada por via intraperitoneal 30 minutos antes do estimulo nociceptivo. Dados foram
expressos como média + E.P.M; n = 6 camundongos por grupo. * significAncia estatistica em relacédo
ao grupo controle (p<0,05) como determinado pelo teste de One-way ANOVA seguido do teste de

Tukey.



38

4.2 Efeito antinociceptivo do veneno de M. lemniscatus no teste de
formalina

O veneno administrado via oral (1600 pg/kg) diminuiu significantemente o tempo
de lambida ou mordida da pata estimulada na fase neurogénica (p<0,001) e na fase
inflamatoéria (p<0,001) do teste de formalina em comparacdo ao grupo controle,
tratado com salina. Assim como esperado, a morfina (5 mg/kg, s.c.), utilizada com
farmaco de referéncia, também inibiu significantemente as duas fases do teste de
formalina (p<0,001) (Gréafico 02). A dose de 177 pg/kg apresentou uma discreta
inibicdo na fase tardia do teste (p<0,01).
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Grafico 02: Efeito antinociceptivo do veneno de M. lemniscatus no teste de formalina.
Camundongos foram tratados com veneno (1600 e 177 pg/kg) ou salina (grupo controle) por via oral
1h antes da injecdo da formalina. Morfina (5 mg/kg) foi utilizada como farmaco padrdo, sendo
administrada por via intraperitoneal 40 minutos antes do estimulo nociceptivo. Dados foram
expressos como média + E.P.M; n = 6 camundongos por grupo. * significAncia estatistica em relacédo
ao grupo controle (p<0,05) como determinado pelo teste de One-way ANOVA seguido do teste de

Tukey.



40

4.3 Efeito antinociceptivo do veneno de M. lemniscatus no teste de retirada
da cauda
O gréfico 03 representa o efeito induzido pela administracéo oral de salina ou
veneno (59 — 1600 pg/kg) no teste de retirada da cauda. O veneno (177, 533 e 1600
Hg/kg) aumentou significantemente e de modo dose dependente o limiar nociceptivo
térmico dos camundongos. O efeito antinociceptivo do veneno na dose de 1600
Hg/kg foi significativo por até 5h e meia apos sua administracdo. A morfina (5 mg/kg,
s.c.), utilizada como droga de referéncia, produziu efeito antinociceptivo significante
por até 2 horas apos sua administracdo. A antinocicepcdo induzida pelo veneno na
dose de 1600 ug/kg foi significantemente maior que a da morfina em todos os
tempos avaliados.

-o- Salina
-=- Morfina (5mg/kg)
-+ 1600 pg/kg
“ v 533 pg/kg
177pg/kg
<~ 59 ug/kg
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Grafico 03: Efeito antinociceptivo do veneno de M. lemniscatus no teste de retirada da cauda.
Camundongos foram tratados com veneno (59 — 1600 ug/kg, tempo zero) ou salina (grupo controle,
tempo zero) por via oral 1h antes do inicio do teste (seta rosa). Morfina (5 mg/kg) foi utilizada como
farmaco padrédo, sendo administrada por via intraperitoneal 40 minutos antes do estimulo térmico

nociceptivo (seta vermelha). Dados foram expressos como média + E.P.M; n = 6 camundongos por
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grupo. * significancia estatisica em relacdo ao grupo controle (p<0,05) # significancia estatistica em
relacdo o grupo tratado com morfina (p<0,05), como determinado pelo teste de Two-way ANOVA

seguido do teste de Bonferroni.
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4.4 Efeito do veneno na coordenagdo motora dos animais no teste de rota-
rod
A administracdo oral do veneno (1600 pg/kg) ndo alterou o tempo de
permanéncia dos camundongos no aparelho de rota-rod, enquanto o grupo tratado
com diazepam (10 mg/kg), utilizado como farmaco de referéncia, apresentou
reducao significativa do mesmo (p<0,001). Esse resultado indica que o veneno nao
causa comprometimento motor e prejuizos neurolégicos detectaveis nesse teste
(Gréfico 04).
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Gréfico 04: Efeito do veneno da M. lemniscatus no teste de rota-rod. Camundongos foram tratados
com veneno (1600 pg/kg) ou salina (grupo controle) por via oral 1h antes do inicio do teste de rota-
rod. Diazepam (10 mg/kg) foi utilizado como farmaco padrdo, sendo administrado por via
intraperitoneal 30 minutos antes do teste. Dados foram expressos como média + E.P.M; n = 6
camundongos por grupo. * significAncia estatistica em relagdo ao grupo controle (p<0,001) como

determinado pelo teste de One-way ANOVA seguido do teste de Tukey.
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4.5 Efeito do veneno na atividade locomotora dos animais no teste de
campo aberto

A administracao oral do veneno (1600 pg/kg) ndo alterou de forma significativa o
namero de quadrados atravessados pelos camundongos em relacdo ao grupo
controle, tratado com salina. Animais tratados com diazepam (10 mg/kg)
apresentaram reducao significativa desse numero (p<0,001). Esse resultado indica
gue o veneno nao altera a capacidade exploratoria e a locomocao espontanea dos

camundongos (Grafico 05).
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Gréfico 05: Efeito do veneno da M. lemniscatus no teste de campo aberto. Camundongos foram
tratados com veneno (1600 pg/kg) ou salina (grupo controle) por via oral 1h do inicio do teste de
campo aberto. Diazepam (10 mg/kg) foi utilizado como farmaco padrdo, sendo administrado por via
intraperitoneal 30 minutos antes do teste. Dados foram expressos como média + E.P.M; n = 6
camundongos por grupo. * significAncia estatistica em relagdo ao grupo controle (p<0,001) como

determinado pelo teste de One-way ANOVA seguido do teste de Tukey.
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4.6 Efeito do bloqueio de receptores opidides na atividade antinociceptiva
do veneno no teste de retirada da cauda
Com o objetivo de avaliar os mecanismos envolvidos na ag¢do antinociceptiva
do veneno, foram verificados os efeitos dos antagonistas de receptores opidides
nessa antinocicep¢cdo no teste de retirada da cauda. O pré-tratamento com
naloxona, antagonista nao seletivo de receptores opiodides, preveniu completamente
o efeito antinociceptivo do veneno por até 2h apos sua administracdo. No entanto,
apos esse tempo a reversdo da naloxona desapareceu e a antinocicep¢do do
veneno foi significante (p<0,01). Como esperado, o efeito antinociceptivo da morfina

foi prevenido pelo pré-tratamento com naloxona (Grafico 06).
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Gréafico 06: Efeito da naloxona na atividade antinociceptiva do veneno no teste de retirada da
cauda. Camundongos foram tratados com veneno (1600 pg/kg, tempo zero) ou salina (grupo controle,
tempo zero) por via oral 1h antes do inicio do teste. Morfina (5 mg/kg) foi utilizada como farmaco
padrdo, sendo administrada por via intraperitoneal 40 minutos antes do estimulo térmico nociceptivo
(seta vermelha). Naloxona (NLX, 5 mg/kg), antagonista ndo seletivo de receptor opibide, foi
administrada pela via intraperitoneal 15 minutos antes da administracdo do veneno ou da morfina ou
da salina (seta azul). O limiar nociceptivo foi avaliado em intervalos de tempo pré-determinados apés
as administracfes. Dados foram expressos como média + E.P.M; n = 6 camundongos por grupo. *
significancia estatistica em relagdo ao grupo controle; T significancia estatistica em relacéo ao grupo
NLX + Veneno; # significAncia estatistica em relagdo ao grupo NLX + Morfina (p<0,05), como

determinado pelo teste de Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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4.7 Efeito do bloqueio de receptores p opidides na atividade antinociceptiva
do veneno no teste de retirada da cauda
O pré-tratamento com CTOP, antagonista seletivo de receptores p opibides,
preveniu completamente o efeito antinociceptivo do veneno por até 2h apés sua
administracdo no teste de retirada da cauda. No entanto, apos esse tempo o efeito
do CTOP desapareceu e a antinocicepc¢ao do veneno foi significante (p<0,01). Como
esperado, o efeito antinociceptivo da morfina foi prevenido pelo pré-tratamento com
CTOP (Grafico 07).
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Grafico 07: Efeito do CTOP na atividade antinociceptiva do veneno no teste de retirada da cauda.
Camundongos foram tratados com veneno (1600 pg/kg, tempo zero) ou salina (grupo controle, tempo
zero) por via oral 1h antes do inicio do teste. Morfina (5 mg/kg) foi utilizada como farmaco padréo,
sendo administrada por via intraperitoneal 40 minutos antes do estimulo térmico nociceptivo (seta
vermelha). CTOP (1 mg/kg), antagonista de receptor p opidide, foi administrado pela via
intraperitoneal 30 minutos apds a administracdo do veneno ou da morfina ou da salina (seta verde). O
limiar nociceptivo foi avaliado em intervalos de tempo pré-determinados apds as administracdes.
Dados foram expressos como média + E.P.M; n = 6 camundongos por grupo. * significAncia
estatistica em relacdo ao grupo controle; 1 significancia estatistica em relagdo ao grupo Veneno +
CTOP; # significancia estatistica em relagdo ao grupo Morfina + CTOP (p<0,05), como determinado

pelo teste de Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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4.8 Efeito do bloqueio de receptores k opidides na atividade antinociceptiva
do veneno no teste de retirada da cauda

O pré-tratamento com nor-BNI, antagonista seletivo para receptores k opioides,
reduziu o efeito antinociceptivo do veneno e da morfina em todas as leituras
realizadas apos sua administracao no teste de retirada da cauda (p<0,05). Para que
fosse possivel avaliar o pico de acdo do antagonista (que, segundo CAMPBELL et
al. (2007) vai de 45 a 60 minutos) a primeira leitura do resultado foi antecipada para

30 minutos apds a administracdo do veneno ou morfina (Grafico 08).
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Gréfico 08: Efeito do nor-BNI na atividade antinociceptiva do veneno no teste de retirada da cauda.

Camundongos foram tratados com veneno (1600 pg/kg, tempo zero) ou salina (grupo controle, tempo
zero) por via oral 1h antes do inicio do teste. Morfina (5 mg/kg) foi utilizada como farmaco padréo,
sendo administrada por via intraperitoneal 40 minutos antes do estimulo térmico nociceptivo (seta
vermelha). Nor-BNI (0,5 mg/kg), antagonista de receptor k opioide, foi administrado pela via
subcuténea 15 minutos antes da administracéo do veneno ou da morfina ou da salina (seta verde). O
limiar nociceptivo foi avaliado em intervalos de tempo pré-determinados apds as administracdes.
Dados foram expressos como média + E.P.M; n = 6 camundongos por grupo. * significAncia
estatistica em relagdo ao grupo controle; 1 significAncia estatistica em relacdo ao grupo Nor-BNI +
Veneno; # significAncia estatistica em relacdo ao grupo Nor-BNI + Morfina (p<0,05), como

determinado pelo teste de Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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4.9 Efeito do bloqueio de receptores & opidides na atividade antinociceptiva
do veneno no teste de retirada da cauda

O pré-tratamento com naltrindole, antagonista seletivo para receptores o
opidides, reduziu o efeito antinociceptivo do veneno por até 1 hora e meia apos sua
administracdo no teste de retirada da cauda (p<0,05). Entretanto, o bloqueio de
receptores & opidides ndo alterou a atividade antinociceptiva da morfina. Para que
fosse possivel avaliar o pico de acdo do antagonista (que, segundo CAMPBELL et
al. (2007), é em torno de meia hora ap6s sua administracdo), a primeira leitura do
resultado foi antecipada para 30 minutos ap6s a administracdo do veneno ou
morfina (Grafico 09).

100+

-- Salina + Salina
- Salina + Morfina
-4 Salina + Veneno
804 : -8 Naltrindole + Morfina
= * -~ Naltrindole + Veneno
=~ . .
< + - Naltrindole + Salina
3 *
o 60
o
[J)
(&)
©
(@]
=
£ 404
©
(]
©
(]
L
T 204
£
0_
T T T T T T T T d L T
0.0 T 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 55 24.0
Morfina Tempo (h)
Naltrindole

Grafico 09: Efeito do naltrindole na atividade antinociceptiva do veneno no teste de retirada da
cauda. Camundongos foram tratados com veneno (1600 pg/kg, tempo zero) ou salina (grupo controle,
tempo zero) por via oral 1h antes do inicio do teste. Morfina (5 mg/kg) foi utilizada como farmaco
padrdo, sendo administrada por via intraperitoneal 40 minutos antes do estimulo térmico nociceptivo
(seta vermelha). Naltrindole (3 mg/kg), antagonista de receptor & opidide, foi administrado pela via
subcutanea 5 minutos antes da administracdo do veneno ou da morfina ou da salina (seta verde). O
limiar nociceptivo foi avaliado em intervalos de tempo pré-determinados apds as administracées.
Dados foram expressos como média + E.P.M; n = 6 camundongos por grupo. * significancia
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estatistica em relacéo ao grupo controle; 1 significAncia estatistica em relagdo ao grupo Naltrindole +
Veneno; # significancia estatistica em relacdo ao grupo Naltrindole + Morfina (p<0,05), como

determinado pelo teste de Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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4.10 Efeito do aquecimento do veneno de M. lemniscatus no teste de
retirada da cauda

Para obter indicacdes da natureza quimica do constituinte antinociceptivo do
veneno, sua atividade antinociceptiva foi avaliada apds um protocolo de
aquecimento. O veneno aquecido ndo demonstrou atividade antinociceptiva quando

comparado com o veneno ndo-aquecido no teste de retirada da cauda (Grafico 10).
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Grafico 10: Efeito do aquecimento do veneno de M. lemniscatus sobre sua atividade antinociceptiva
no teste de retirada da cauda. Camundongos foram tratados com veneno aquecido (1600 pg/kg) ou
salina ou veneno (1600 pg/kg), 1h antes do inicio do teste de retirada da cauda. Dados foram
expressos como média + E.P.M; n = 6 camundongos por grupo. * significancia estatistica em relagao

ao grupo controle (p<0,001) como determinado pelo teste de One-way ANOVA seguido do teste de
Tukey.
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4.11 Caélculo de DEsg

Tabela 02: Doses efetivas mediana (DEsp) do veneno de M. lemniscatus e

morfina no teste de retirada da cauda:

Veneno Morfina

0,6 (0,3 - 0,7) em mg/kg v.o. 3,9 (3,3 —-4,6) em mg/kg s.c.
(GOMAA et al., 1990).
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5 DISCUSSAO

Os produtos naturais tém sido grande fonte de busca para diversas areas da
guimica e da ciéncia de um modo geral (COSTA-LOTUFO et al., 2009). Devido a
sua complexidade e rigueza em moléculas bioativas, os venenos tém um grande
potencial como fonte de agentes terapéuticos, propriedade a ser explorada ao
méaximo (JIMENEZ & MUNOZ, 2009). Usando, copiando ou modificando as
moléculas sintetizadas pelos seres vivos, 0 homem tem obtido inova¢des para o seu
beneficio em diversas areas e, entre elas, a producdo de farmacos (COSTA-
LOTUFO et al., 2009). A utilizacdo de toxinas e venenos ofidicos como analgésicos
tem sido investigada em humanos e animais de laboratorio em funcéo das limitac6es
das medicacBes disponiveis e da poténcia de suas propriedades farmacoldgicas
(GIORGI, 1993; RAJENDRA et al., 2004). No presente trabalho, demonstramos pela
primeira vez, que o0 veneno bruto de Micrurus lemniscatus, coral-verdadeira,
apresenta potente propriedade antinociceptiva. Esse efeito foi mais duradouro e
mais potente que o efeito da morfina, analgésico considerado padrdo ouro no
desenvolvimento de novos farmacos. Em adicdo, demonstramos que esse efeito é
mediado pelo sistema opidide, principalmente pelo receptor p opioide.

No teste de contorcdes abdominais induzido pelo &cido acético em
camundongos, a administracdo do veneno de M. lemniscatus demonstrou atividade
antinociceptiva similiar & da indometacina, farmaco utilizado como referéncia. Esse
teste € amplamente utilizado como “screening” para novos analgésicos, pois avalia a
atividade antinociceptiva de substancias que atuam tanto em nivel central quanto
periférico. O &cido acético produz uma resposta que depende da interacdo de varios
neurotransmissores e neuromoduladores que determinam a nocicepg¢éo, o que faz
esse modelo sensivel as substancias analgésicas de agdo central e/ou periférica
com os mais variados mecanismos de acao (PERAZA et al., 2007). Porém, apesar
da boa sensibilidade, € um teste pouco especifico (PERAZA et al., 2007), pois é
sensivel também a substancias ndo analgésicas, como sedativos e miorrelaxantes.
Por isso, no presente trabalho, para confirmar a atividade antinociceptiva do veneno,
seu efeito foi avaliado no teste da formalina. O veneno de Micrurus lemniscatus
reduziu significantemente o comportamento nociceptivo nas duas fases da formalina,
e esse efeito foi equivalente ao efeito da morfina, utilizada como analgésico padréo.
O ensaio da formalina é considerado um modelo experimental de dor com duas

fases distintas. As fases inicial e tardia do teste da formalina tém propriedades
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diferentes e consequentemente este teste € Utl ndo somente para avaliar
substancias antinociceptivas, mas também para indicar possiveis mecanismos
envolvidos (SHIBATA et al., 1989 apud PEREIRA, 2005). A inibicdo da primeira e da
segunda fase é obtida pelos analgésicos de acdo central, como os opidides, e por
alguns agonistas das vias descendentes; a inibicdo apenas da segunda fase é
obtida com analgésicos- antiinflamatorios como os AINEs (HENRY et al., 1999).
Manning & Frankling (1998) sugeriram que a substancia cinzenta periaquedutal e a
area posterior do hipotdlamo s&o os provaveis sitios de acdo da morfina no controle
da nocicepgédo no teste de formalina (LIMA JUNIOR, 2005), além do bloqueio ao
nivel periférico. Dessa forma, é possivel que o veneno de Micrurus lemniscatus
possua atividade antinociceptiva por acdo no SNC ja que o mesmo teve acao nas
duas fases do teste de formalina.

Para confirmar essa hipotese, o efeito do veneno foi avaliado no teste de retirada
da cauda. Esse teste € considerado um reflexo espinal, mas também pode envolver
estruturas neurais superiores e, portanto, identifica principalmente analgésicos de
acdo central (JENSEN & YAKSH, 1986; LE BARS et al., 2001). A administragao oral
do veneno produziu efeito antinociceptivo dose dependente, que persistiu por mais
de cinco horas ap0s sua administracdo quando avaliado neste teste. O tempo de
acao da morfina esta de acordo com o encontrado na literatura, para esse teste, que
€ de cerca de 2 horas (GOZZANI, 1994). O valor de DE50 se correlaciona com a
poténcia da droga para uma dada resposta, sendo que quanto menor o DE50, maior
€ a poténcia. Nossos resultados mostram que o DE50 do veneno foi menor que o
descrito para a morfina; indicando que o veneno € mais potente que a morfina no
teste de retirada da cauda. Além disso, o efeito maximo produzido pelo veneno foi
superior ao da morfina, indicando que ele apresenta maior eficacia que esse
analgésico padrdo. Eficacia, poténcia e duracdo sdo importantes parametros
farmacolégicos considerados no desenvolvimento de novos farmacos. O presente
estudo mostrou que o veneno de Micrurus lemniscatus é mais potente, mais eficaz e
tem atividade mais duradoura que a morfina, indicando que apresenta grande
potencial para o desenvolvimento farmacéutico de analgésicos.

Para descartar a hipdtese de que algum prejuizo na resposta motora ou
comprometimento neurologico seria responsavel pela auséncia de resposta nos
testes nociceptivos ap0s a administracdo do veneno, seus efeitos sobre a funcgéo

motora foram avaliados. Nossos resultados mostraram que 0 veneno nao induz
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comprometimento na coordenacado motora no teste de rota-rod, nem na capacidade
exploratoria e locomocédo espontanea no teste de campo aberto. Esses resultados
validam a especificidade da antinocicepcdo sugerida pelos testes nociceptivos. Do
mesmo modo, ainda validando a seletividade da atividade antinociceptiva do
veneno, a utilizacdo da via oral descarta a possibilidade de comprometimento
neuroldgico, uma vez que esta via ndo permite 0 envenenamento, pois as mucosas
intactas do trato gastrointestinal constituem uma barreira poderosa a absorcédo das
toxinas dos venenos sem interferir com a absorcdo do fator analgésico (PICOLO,
2003). Por esse fato, também podemos descartar a possibilidade de uma toxicidade
aguda causada pelo veneno de Micrurus lemniscatus ja que pela via oral este
veneno torna-se inativo sobre esse parametro.

Os resultados apresentados no presente trabalho sugerem que o veneno bruto
de Micrurus lemniscatus apresenta potente propriedade antinociceptiva,
possivelmente mediada por acéo central. De fato, constituintes analgésicos de acao
central ja foram descritos em outros venenos de serpentes, como relatados a seguir:

¢ Naja naja atra: induz resposta antinociceptiva, através da cobrotoxina, em
camundongos mediada por neurénios colinérgicos de acao central no teste de
retirada da cauda (CHEN & ROBINSON, 1990 apud RAJENDRA et al., 2004;
CHEN et al., 2006).

e Ophiophagus hannah: foi isolado um composto antinociceptivo, a
hannalgesina, com efeito dose-dependente quando administrado pelas vias
intraperitoneal, oral ou intracerebroventricular, e testadas pelo teste da placa
guente. Seu mecanismo de acado esta relacionado com a ativacdo de receptor
opidide e liberacdo de 6xido nitrico (PU et al., 1995; JIMENEZ & MUNO?Z,
2009).

e Naja kaouthia: foi isolada a cobratoxina (CTX), uma alfa-neurotoxina de
cadeia longa. Sua atividade é independente das vias opidides, mas o sistema
colinérgico parece estar envolvido (CHEN et al., 2006).

e Vipera russeli: demonstrou ter no seu veneno um efeito antinociceptivo pelo
método das contor¢des abdominais, porém também causou alteragbes
comportamentais associadas, 0 que provocou criticas no seu uso. Seu
mecanismo de acdo néo esta definido (DUTTA & CHAUDHURI, 1991).
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e Vipera xanthina palestinae: ja foi isolado um componente, que hoje se
encontra disponivel como peptideo sintético (ZeP — 3) e sera utilizado como
analgésico de uso topico, patentiado pela SIS Pharmaceuticals Ltd (SHULOV,
1999).

e Crotalus durissus terrificus: serpente cascavel sul-americana cujo veneno
apresenta atividade antinociceptiva, em modelos experimentais de dor aguda
e cronica, mediada por receptores opiodides do tipo & e/ou k e, pela liberagcéao
periférica de Oxido nitrico e abertura de canais de K* dependentes de ATP.
Foi isolado um peptideo ativo do veneno crotélico responsavel pelo efeito
antinociceptivo, a crotalfina, e seu estudo esta na fase clinica (KONNO et al.,
2008).

O fator analgésico pode atuar em diferentes alvos neuronais, como: receptores,
transportadores e canais i6nicos em ambas as neurotransmissfes excitatorias ou
inibitérias (BELEBONI et al., 2004 apud MORTARI & FERREIRA, 2007;
USHERWOOD, 2004 apud MORTARI & FERREIRA, 2007). O fato do veneno de
Micrurus lemniscatus induzir efeito antinociceptivo no teste de retirada da cauda
sugere um mecanismo de agao central, possivelmente pelo bloqueio da transmisséo
neural da dor, como fazem os analgésicos opidides. Considerando que o veneno de
Micrurus lemniscatus atua sobre o SNC, investigamos a seguir a participacdo do
sistema opidide no efeito antinociceptivo do veneno. A naloxona, um antagonista
nao-seletivo de receptores opidides, preveniu completamente o efeito antinociceptivo
do veneno. A naloxona tem inicio de acdo rapido, possui meia-vida de até 90
minutos e duracdo de acdo de aproximadamente uma hora e meia (NGAI et al.,
1976 apud SERRA & ASHMAWI, 2010; KAUFMAN et al., 1981 apud SERRA &
ASHMAWI, 2010). Esses dados estéo de acordo com os resultados apresentados no
presente estudo, pois a naloxona bloqueou a ag¢do antinociceptiva do veneno por
cerca de duas horas apenas.

Considerando que a atividade antinociceptiva foi revertida pelo bloqueio né&o-
seletivo de receptores opioides, o(s) subtipo(s) de receptor(es) envolvido(s) foram
entdo investigados. Antagonistas seletivos de receptores opibides do tipo p, k ou &
reduziram o efeito antinociceptivo do veneno bruto de M. lemniscatus, entretanto,
apenas o bloqueio do receptor u aboliu completamente esse efeito. Diante desses

resultados, podemos sugerir que o mecanismo de acdo do veneno de M.
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lemniscatus envolva um componente central mediado pelo sistema opioide,
principalmente pelo receptor opidide tipo p. No entanto, ndo podemos afirmar se a
atividade antinociceptiva do veneno decorre da liberacdo de peptideos opidides
endodgenos, de uma acdo agonista em receptores opidides, ou se existe outro
componente envolvido além desses.

Venenos de serpentes s&o compostos em sua maioria por uma grande variedade
de proteinas, peptideos e outras moléculas organicas e inorganicas, com diversas
atividades biologicas (CISCOTTO et al., 2011). No presente estudo, demonstramos
que o componente do veneno responsavel pela atividade antinociceptiva é sensivel
ao aguecimento, pois a administracdo oral do veneno aquecido, em idénticas
condi¢cBes experimentais, ndo induziu antinocicepcdo. Esse resultado indica que o
constituinte analgésico do veneno provavelmente tem natureza peptidica. Esta
hipotese estd de acordo com os dados encontrados na literatura sobre a composicao
peptidica de neurotoxinas que tem sua atividade antinociceptiva ja demonstrada em
modelos animais (JIANG et al., 2008) e pelos exemplos dos venenos das serpentes
citadas anteriormente.

Tem sido sugerido que os venenos das serpentes Micrurus sdo compostos, em
sua maioria, pela familia de proteinas: fosfolipase A, (PLA;) e alfa-neurotoxinas
(3FTx) (CISCOTTO et al., 2011). Essas proteinas poderiam ser responsaveis pela
atividade antinociceptiva do veneno de M. lemniscatus, a exemplo do veneno da
Naja naja atra que ja tem sua atividade antinociceptiva comprovada e o peptideo
responsavel por essa acdo é denominado cobrotoxina, uma alfa-neurotoxina pos-
sinptica de cadeia curta (CHEN et al., 2006). No entanto, também foram descritas a
sequéncia N-terminal de quatro novas proteinas purificadas no veneno de Micrurus
lemniscatus (CISCOTTO et al., 2011) e ha provavelmente outras ainda nao
descritas. Vale ainda ressaltar que ha diferencas na composi¢cdo dos venenos de
serpentes da espécie Micrurus lemniscatus, e essas diferencas podem ser
responsaveis pela variedade de manifestacbes sistémicas e locais do
envenenamento por coral (TANAKA et al.,, 2010). Isso € corroborado por um
relatorio clinico recente, no qual se observou que um paciente do sexo masculino
picado pela serpente Micrurus lemniscatus helleri apresentou sintomatologia
incomum ao envenenamento por coral: uma severa dor local, acdo neurotoxica
lenta, trombocitopenia persistente e coagulopatia leve (MANOCK et al., 2008). Essa

variacdo também é demonstrada pelo fato do antiveneno elapidico, comercialmente
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disponivel e preparado a partir de apenas duas espécies, ndo neutralizar totalmente
ou de maneira eficaz venenos da Micrurus lemniscatus, indicando que o antiveneno
nao é capaz de reconhecer todas as toxinas encontradas em venenos de serpentes
do género (TANAKA et al., 2010). Assim, a atividade antinociceptiva do veneno de
Micrurus lemniscatus descrita nesse trabalho, pode decorrer da acédo de
constituintes ja conhecidos ou ainda néo descritos no veneno dessa serpente, mas
os dados disponiveis até o presente momento ndo nos permitem aprofundar nessa
hipotese. Estudos para investigar essa questdo serdo realizados em nosso
laboratario.

Os resultados apresentados no presente trabalho demonstram que o veneno de
Micrurus lemniscatus, em doses que nao induzem alteracées motoras nos teste de
rota-rod e campo aberto, apresenta atividade antinociceptiva com componente
central, mediado pelo sistema opiodide, principalmente pelo receptor opibide tipo p.
Em funcé@o de sua grande poténcia e eficacia antinociceptiva, o veneno de Micrurus
lemniscatus pode representar uma opg¢do para o desenvolvimento de novos
farmacos analgésicos. Entretanto, estudos adicionais sobre suas propriedades
farmacoldgicas, mecanismo de acao e, sobretudo, o isolamento e caracterizacdo de

sua(s) molécula(s) biotativa(s) necessitam ainda ser realizados.
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6 CONCLUSAO
Através dos resultados analisados e apresentados neste trabalho, conclui-se
que:
v' O veneno de Micrurus lemniscatus apresenta potente e duradoura
atividade antinociceptiva em modelos experimentais de dor;
v A atividade antinociceptiva do veneno de Micrurus lemniscatus é mediada
pelo sistema opidide e principalmente pelo receptor p opiodide;
v. O veneno, na maior dose estudada (1600ug/kg) ndo causa

comprometimento motor nos ensaios realizados.
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