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RESUMO

Estudo da atividade antinociceptiva de um novo fator extraido do veneno de Crotalus
durissus collilineatus. ANA CAROLINA CAMPOS OLINDA. Orientador: Prof°. Dr.
Krishnamurti de Morais Carvalho. Dissertacdo de Mestrado. Curso de Mestrado
Académico em Ciéncias Fisioldgicas, Universidade Estadual do Ceara - UECE, 2010.

A propriedade antinociceptiva dos venenos de algumas subespécies de serpentes,
principalmente o da espécie Crotalus durissus, tem sido demonstrada em diversos modelos
experimentais. O atual trabalho teve como objetivo o isolamento e a caracterizagdo
farmacoldgica de uma substancia com efeito analgésico periférico e central presente no
veneno da subespécie Crotalus durissus collilineatus. E, como objetivos especificos, fracionar
o0 veneno da Crotalus durissus collilineatus, purificando um fator que possui atividade
analgésica, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em uma coluna
preparativa de fase reversa C18; estudar, utilizando ensaios farmacoldgicos, as suas atividades
analgésicas periférica, central, de origem neurogénica e inflamatoria, comparando-as com a
do analgésico classico morfina e verificar o envolvimento do sistema opidide no efeito
analgésico da nova substancia através do uso da naloxona — antagonista opidide classico.
Foram realizados os testes de contor¢cGes abdominais induzidas por acido acético, da
formalina, do aquecimento da cauda (tail-flick) e da placa quente. Em todos os testes
realizados foram utilizados camundongos swiss (Mus musculus) (n=6) e a via de
administracdo do fator Cdc e da morfina foi a intravenosa. No teste de contor¢des abdominais,
o fator Cdc apresentou atividade analgésica periférica nas doses de 1 mg/Kg (19,75 £ 0,32); 5
mg/Kg (9,90 £ 2,10) e 10mg/Kg (4,20 £ 0,85) em relagédo ao controle negativo (43,10 = 2,51).
Quando comparado, mol a mol com a morfina, o fator Cdc foi, aproximadamente, 174% mais
potente. No teste da formalina, fase 1, o fator Cdc, apresentou atividade antinociceptiva de
origem neurogénica nas doses de 2,5 mg/Kg (95,75 £ 8,20); 5 mg/Kg (68,33 £ 3,45) e 10
mg/Kg (35,50 + 7,10) em relacdo ao controle negativo (152,90 + 11,22). Também foi
observado que o fator Cdc foi 157% mais potente que a morfina, quando comparados mol a
mol. Na fase 2 do teste da formalina, o fator Cdc inibiu, de forma significativa, o tempo de
lambidas na pata injuriada nas doses de 1 mg/Kg (116,00 + 6,14); 5 mg/Kg (47,25 = 2,90) e
10 mg/Kg (20,67 + 6,20) em relagdo ao controle negativo (175,70 + 12,51), demonstrando
atividade analgésica de origem inflamatdria. Comparando mol a mol com a morfina, o fator
Cdc foi, aproximadamente, 170% mais potente. No teste da placa quente, o fator Cdc
apresentou atividade antinociceptiva central-cerebral nas doses de 2,5 mg/Kg (7,55 + 0,64); 5
mg/Kg (8,08 + 0,90) e 10 mg/Kg (9,60 £ 0,78) em relacdo ao controle negativo (4,76 = 0,26).
Também foi observado que o fator Cdc foi, aproximadamente, 108% mais potente que a
morfina, quando comparados mol a mol. No teste do tail-flick, o fator Cdc, nas doses de 1
mg/Kg (67,28 = 1,72); 2,5 mg/Kg (66,50 + 2,26); 5 mg/Kg (66,26 + 1,49) e 10 mg/Kg (66,05
+ 1,81), aumentou significantemente o tempo de reagdo reflexa de retirada da cauda em
relacdo ao controle negativo (51,15 + 0,77), demonstrando uma acdo analgésica central-
medular. Quando comparado com a morfina, mol a mol, o fator Cdc foi, aproximadamente,
153% mais potente. Foi verificado também que a naloxona (5mg/kg-i.p.) foi capaz de
bloquear o efeito antinociceptivo do fator em todos os testes realizados, indicando uma
provavel participacdo da via opidide no seu mecanismo de agdo. A descoberta de um fator
com acdo analgesica periférica e central, extraida do veneno da serpente Crotalus durissus
collilineatus, abre uma grande perspectiva para o desenvolvimento futuro de novas drogas
mais potentes que os atuais opidides e com menos efeitos colaterais.

Palavras-chave: Crotalus durissus collilineatus, atividade analgésica, sistema opidide.



ABSTRACT

Study of the antinociceptive activity of a new factor extracted from the venom of
Crotalus durissus collilineatus. ANA CAROLINA CAMPOS OLINDA. Supervisor:
Prof°. Dr. Krishnamurti de Morais Carvalho. Master’s Dissertation. Course of
Academic Master in Physiology Science. Superior Institute of Biomedics Science, UECE,
2010.

The antiniciceptive property of venoms of some snakes, especially the specie Crotalus
durissus has been demonstrated in several experimental models. The current study aimed at
the isolation and pharmacological characterization of a substance with peripheral and/or
central analgesic effect in the venom of the subspecies Crotalus durissus collilineatus. And,
how specific objectives, fractionate the venom of Crotalus durissus collilineatus, purifying a
factor with analgesic activity, by high performance liquid chromatography (HPLC) in a
preparative column reversed phase C18; study, by pharmacologic tests, their peripheral,
central, neurogenic and inflammatory analgesic activity, comparing it with the classic
analgesic morphine and check the opioid system involvement on analgesic effect of the new
substance by the use of naloxone — classic opioid antagonist. Were realized the writhing test
induced by acetic acid, the formalin test, the tail-flick test and the hot plate test. In all tests
were used swiss mouse (Mus musculus) (n=6) and the administration route of factor Cdc and
morphine was intravenous. In the writhing test, the factor Cdc showed peripheral analgesic
activity at doses of 1 mg/Kg (19,75 + 0,32); 5 mg/Kg (9,90 £ 2,10) e 10mg/Kg (4,20 + 0,85)
compared to negative control (43,1 = 2,51). When mol a mol compared with morphine, the
factor Cdc was approximately 174% more powerful. In the formalin test, phase 1, the factor
Cdc showed antinociceptive activity at doses of 2,5 mg/Kg (95,75 + 8,20); 5 mg/Kg (68,33 £
3,45) e 10 mg/Kg (35,50 + 7,10) compared to negative control (152,90 + 11,22). It was also
observed that the factor Cdc was 157% more powerful than morphine, when mol a mol
compared. In the phase 2 of the formalin test, the factor Cdc inhibited significantly the time of
licking the injured paw at doses of 1 mg/Kg (116,00 £ 6,14); 5 mg/Kg (47,25 + 2,90) e 10
mg/Kg (20,67 + 6,20) compared to negative control (175,70 £ 12,51), showing analgesic
activity. When mol a mol compared with morphine, the factor Cdc was approximately 170%
more powerful. In the hot plate test, the factor Cdc showed central-cerebral antinociceptive
activity at doses of 2,5 mg/Kg (7,55 £ 0,64); 5 mg/Kg (8,08 £ 0,90) e 10 mg/Kg (9,60 £ 0,78)
compared to negative control (4,76 £ 0,26). It was also observed that the factor Cdc was,
approximately, 108% more powerful than morphine, when mol a mol compared. In the tail-
flick test, the factor Cdc, at doses of 1 mg/Kg (67,28 = 1,72); 2,5 mg/Kg (66,50 + 2,26); 5
mg/Kg (66,26 = 1,49) e 10 mg/Kg (66,05 + 1,81), increased significantly the reflex reaction
time of the tail flick compared with negative control 51,15 £ 0,77), showing a central-spinal
analgesic action. When mol a mol compared with morphine, the factor Cdc was,
approximately, 153% more powerful. It was also checked that naloxone (5mg/kg-i.p.) was
able to block the antinociceptive effect of the factor Cdc in all realized tests, indicating a
probable opidide route involvement in its mechanisms of action. The discovery of analgesic
substances with peripheral and central action, extracted from Crotalus durissus collilineatus
snake venom, open a great prospect for the future development of new drugs more potent than
the current opidide with fewer side effects.

Key-words: Crotalus durissus collilineatus, analgesic activity, opioid system.
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1. INTRODUCAO

1.1. SERPENTES E VENENO CROTALICO

Nas Ultimas décadas, toxinas de serpentes, bem como de outros animais, plantas e
microrganismos vém sendo utilizados como ferramentas na descoberta e no estudo de
receptores (VITAL-BRAZIL; FONTANA, 1993; RAJENDRA et al., 2004), assim como para
a descoberta de novas moléculas com potencial uso terapéutico (HARVEY et al., 1998;
LEWIS; GARCIA, 2003; CURY:; PICOLO, 2006; BARREIRO; BOLZANI, 2009) ou para a
producdo de medicamentos a partir dessas moléculas (KARALLIEDDE, 1995; BARREIRO;
BOLZANI, 2009).

As serpentes pertencem ao Filo Chordata, Classe Reptilia, Ordem Squamata e
Subordem Serpentes. Aproximadamente 3000 espécies de serpentes sdo conhecidas no
mundo, sendo que, apenas aproximadamente 10 a 14% destas sdo consideradas pegonhentas
(CARDOSO; BRANDO, 1982; PINHO; PEREIRA, 2001). As serpentes peconhentas sdo
classificadas de acordo com suas caracteristicas morfol6gicas, compreendendo quatro familias
(Crotalidae, Elapidae, Hidrophidae e Colubridae) (BARRAVIEIRA, 1997). No Brasil, sdo
encontradas em torno de 10% do total das espécies do mundo estando distribuidas em nove
familias, 75 géneros e cerca de 320 espécies (FRANCO, 2003).

As serpentes do género Crotalus estdo representadas no Brasil por apenas uma
espécie, a Crotalus durissus (C.d.), e distribuidas em seis subespécies: C.d. cascavella, C.d.
ruruima, C.d. collilineatus (Figura 01), C.d. terrificus, C. d. marajoensis e a C. d. dryinas
(VANZOLINI; CALLEFFO, 2002).
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ardino de Carvalho

Figura 01 - Serpente Crotalus durissus colillineatus. Fonte: Instituto Butantan

Os venenos das serpentes sdo compostos de substancias simples e complexas,
cujas proporcdes, caracteristicas especificas e atividade biolégica variam entre as diferentes
espécies conhecidas (TU, 1977, RANGEL-SANTOS et al, 2004). A complexidade do veneno
das serpentes esta associada a alta variabilidade de seus componentes majoritarios, como
enzimas e toxinas e em menor proporcao outros componentes como lipidios, carboidratos,
acidos nucléicos e minerais. A toxicidade dos venenos deve-se a presenca de enzimas e

proteinas e sua acdo letal € atribuida principalmente as neurotoxinas (STOCKER, 1990).

De acordo com MEBS (2001), podem ser encontradas algumas diferencas na
composi¢do do veneno de individuos pertencentes & mesma familia, género e espécie,

demonstrando a existéncia de diferengas evolutivas entre as mesmas.

Considerando a espécie C.durissus., foram identificadas e isoladas principais
substancias toxicas até 0 momento, sendo estas: crotoxina, convulxina, giroxina e crotamina
(BARRAVIEIRA, 1995; BOLDRINI-FRANCA et al, 2009). A crotoxina € a neurotoxina
responsavel pela alta toxicidade do veneno crotalico e é o principal componente toxico e o
mais abundante do veneno das serpentes Crotalus encontradas na América do sul, podendo
chegar a 70% do peso bruto do veneno (AIRD et al, 1986; AMORA et al., 2006; BOLDRINI-

FRANCA et al, 2009). A crotamina € uma miotoxina que foi isolada primeiramente do
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veneno da C.d. terrificus por Gongalves e Vieira em 1950 e pode estar presente ou ausente
entre as serpentes da espécie C.d. (SCHENBERG, 1959; RANGEL-SANTOS et al, 2004). De
acordo com Mancin et al (1998) a crotamina, extraida do veneno da C.d terrificus, possui

atividade analgésica central e periférica, com participacéo da via opidide.

O veneno crotélico pode afetar a permeabilidade dos vasos sanglineos, 0s rins,
musculos esqueléticos e componentes do sangue, tendo, assim, como principais agdes:
miotdxica, coagulante, neurotoxica e nefrotoxica (AMARAL et al., 1998, RANGEL-
SANTOS et al, 2004; YAMASAKI et al, 2008). O quadro clinico local habitualmente causa
manifestacdes discretas, como dor, eritema, edema, e parestesia local ou regional que persiste
por tempo variavel (MINISTERIO DA SAUDE, 1998; PINHO; PEREIRA, 2001).

Diante desse contexto, torna-se evidente o surgimento de numerosos estudos com
0 objetivo de compreender a atividade dos diversos componentes dos venenos animais
(MENEZ, 1998; LEWIS; GARCIA, 2003). Diversos estudos neurofarmacol6gicos tém
demonstrado a presenca de atividade analgésica, tanto periférica quanto central, em venenos
de serpentes e de substancias isoladas destes (RAJENDRA et al., 2004; CURY; PICOLO,
2006).

1.2. ESTUDOS EXPERIMENTAIS SOBRE A ATIVIDADE
ANALGESICA DO VENENO DA ESPECIE Crotalus durissus

O uso dos venenos de serpentes no controle experimental da dor vem sendo
relatado em vaérios trabalhos desde o inicio do século XX e estdo baseados em estudos
liderados pelo Dr. Vital-Brazil (VITAL-BRAZIL, 1934; 1950). Relatos mostravam o uso de
venenos de serpentes no controle da dor e de certas doengas como hanseniase e epilepsia
(VITAL-BRAZIL, 1934; HABERMEHIL, 1981).

O veneno das cascavéis da América do Sul induz sintomas neuroldgicos quando
injetados em homens e animais. O veneno das C.durissus, ao contrario dos venenos de outras
especies, ndo provoca dor ou destruicdo tecidual no local da inoculagdo, mas sim uma
sensacdo de parestesia na area afetada pela picada (ROSENFELD, 1971; MINISTERIO DA
SAUDE, 1998).
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Em 1993 GIORGI et al. observaram uma atividade antinociceptiva no veneno da
C.d. terrificus, sugerindo que a responsavel por esta atividade semelhante a da endorfina seria
uma substancia de baixo peso molecular. O envolvimento do sistema opioide foi demonstrado
utilizando a naloxona, sendo a atividade antinociceptiva do veneno antagonizada por ela.
Complementando, PICOLO et al. (1998), verificaram que o efeito analgésico central é devido
principalmente a uma resposta supra-espinhal integrada que se torna evidente no teste da
placa-quente, mas ndo no teste tail-flick — que observa a resposta ao nivel espinhal. Ja o efeito
analgesico periférico envolve uma cascata de eventos moleculares caracterizada pela ativacao
local de receptores opioides delta (6) e Kappa (k), seguido por estimula¢do da via GMPc-
oxido nitrico com subseqiiente abertura de canais de K" sensiveis ao ATP (PICOLO et al.,
2000; BRIGATTE, 2001; PICOLO et al., 2003).

Brigatte (2001), utilizando o mesmo veneno, observaram tolerancia a atividade
antinociceptiva central com o tratamento prolongado em camundongos, onde esta tolerancia
teria como mediadores os receptores opidides do tipo k, de acordo com o teste da placa
quente. Complementando, Picolo e Cury (2004) verificaram através do teste de inducdo de
hiperalgesia por prostaglandina (PGE,), que tanto o receptor opidde 6 quanto 0 k estariam
envolvidos no efeito antinociceptivo do veneno da C.d. terrifucus. Também sugeriram que o
oxido nitrico envolvido na antinocicepcdo é decorrente apenas da NO sintase neuronal

presente na periferia.

A crotoxina, uma neurotoxina isolada do veneno da C.d. terrificus, possui
atividade analgesica em modelos de dor aguda (ZHANG et al, 2006), bem como em modelos
de dor neuropatica (NOGUEIRA-NETO et al, 2008), mas esta parece nao envolver a via
opidide, pois seu efeito ndo foi antagonizado pela naloxona. Também foi observado que a
crotoxina é a fracdo responsavel pela potente e duradoura atividade antiinflamatéria do
veneno bruto da C.d. terrificus em camundongos (NUNES et al, 2007, 2010).

Em 2008 verificou-se que um novo peptideo, crotalfina, presente em veneno de
C.d. terrificus, possui um potente efeito antinociceptivo na dor neuropatica, induzida por
constricdo do nervo ciatico em ratos (GUTIERREZ et al., 2008), bem como na hiperalgesia
induzida pela administracdo de carragenina ou prostaglandina (KONNO et al., 2008). A
crotalfina é um peptidio muito estavel que atua em baixas doses quando administrada por via
oral e possui um efeito muito duradouro. O efeito antinociceptivo da crotalfina também foi
avaliado em modelos de nocicepcdo térmica através do teste da placa quente, que avalia a
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atividade no sistema nervoso central, e o teste do tail-flick, que avalia a atividade central
medular. Foi observado que a crotalfina aumentou o tempo de permanéncia do animal na
placa quente, mas ndo aumentou o tempo de reacdo do animal no teste do tail-flick,

demonstrando uma atividade cerebral, mas ndo medular (KONNO et al., 2008).

Foi evidenciado, através da administracdo da naloxona, que a atividade
antinociceptiva da crotalfina é mediada pela ativacao de receptores opidides (GUTIERREZ et
al., 2008; KONNO et al., 2008). KONNO et al (2008) mostrou que os receptores opiodides « €
o estdo envolvidos no efeito antinociceptivo da crotalfina no modelo de hiperalgesia induzida

por prostaglandina e carragenina.

Levando em consideracdo o fato de que a atividade analgésica envolve
mecanismos centrais e periféricos mediados por receptores opidides e sendo a fracdo testada
de baixo peso molecular, 0s autores sugeriram que a mesma poderia conter peptideos que
seriam responsaveis por esta acdo (GIORGI et al.; 1993; PICOLO et al., 2003). Entretanto,
Mancin et al (1998) sugeriram que a crotamina seria a fracdo do veneno da C.d. terrificus
responsavel pela maior acdo antinociceptiva tanto central como periférico, ja que a mesma

constitui cerca de 22% do veneno total.

Moreira (2003) demonstrou através de testes classicos de antinocicep¢do com o
veneno de C.d. collilineatus, que, tanto o0 veneno crotamina positivo quanto o crotamina
negativo, possuem atividade antinociceptiva, sugerindo que a antinocep¢do do veneno
crotamina positivo envolve tanto mecanismos periféricos quanto centrais espinhal e supra-
espinhal, enquanto o veneno crotamina negativo apresentaria apenas antinocicepg¢ao
periférica. Esse estudo indicou a existéncia de outras substancias, além da crotamina,

envolvidas na analgesia periférica, mas néo excluiu o papel da crotamina.

Nos ultimos anos, varios estudos tém sido realizados no Laboratdrio de
Toxinologia e Farmacologia Molecular, na Universidade Estadual do Ceara, com o veneno da
subespécie C.d. collillineatus (Figura 01), uma serpente tipica do Centro-Oeste brasileiro, na

tentativa de isolar a substancia responsavel por essa acdo analgésica.

Em 2005, LOPES isolou uma fracdo do veneno da C.d. collilineatus por meio de
uma cromatografia liquida de alta eficiéncia isolando uma fragdo responséavel pela acdo

analgésica periférica. A autora observou que a acdo era mediada pelo sistema opioide, visto
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que foi bloqueada pelo uso de naloxona. Essa fragcdo apresentou uma acdo (dose-a-dose)
500% maior que a morfina no teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético.

GOMES (2007) aprofundou o estudo sobre o mecanismo de acdo da fracédo
isolada do veneno da C.d. collilineatus crotamina negativa e demonstrou que ela atua em

receptores opidides periféricos do tipo k, sem agdo no sistema nervoso central.

Verifica-se, através desses estudos na atualidade, a necessidade da descoberta de
novas drogas com potencial terapéutico analgésico exclusivamente periférico, que além de
apresentarem a vantagem de serem desprovidas dos efeitos colaterais tipicos dos analgésicos
de acdo central, como a morfina, poderéo ser capazes de tratar uma grande variedade de dores
como as viscerais (pancreatites, dismenorréia, dores do parto), as odontogénicas, dentre outras

dores agudas.

1.3. MECANISMOS DA NOCICEPCAO

A dor é uma sensacdo importante, pois € através dela que se percebe um sinal de
alerta para um perigo iminente, estando assim relacionada com a protecdo do organismo,
mostrando os limites que ndo podem ser transgredidos (CHAPMAN; GAVRINI, 1999;
MILLAN, 1999; DIAS, 2007).

Apesar das sensacOes dolorosas serem um aviso do qual o organismo se utiliza
para sinalizar um processo de agressdo, a problematica da dor acompanha a humanidade na
medida em que interfere na homeostasia do individuo e da sua relacdo com o meio (PIRES,
2007).

A dor é definida pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP),
1994, como sendo “uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada com uma
lesdo tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tal lesdo”. Oliveira (1979) descreve a
dor como um alerta que o Sistema Nervoso Central (SNC) utiliza para sinalizar um processo
de agressao ao organismo com risco para a sua integridade fisica. Este alerta desencadeia um
conjunto de reacGes de adaptacdo, de ordem psicolégica, autonémica e motora, visando
afastar o organismo da causa da agresséo, preservando-o (MILLAN, 1999; WOOLF et al.,
1999; VITOR et al, 2008).
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A dor se manifesta de diferentes formas e por isso ndo pode ser entendida ou
tratada como uma entidade Unica (BESSON, 1999). Cada tipo de dor possui mecanismos
préprios e necessita de manejo especifico, sendo, portanto, necessario o entendimento preciso
de cada um deles. A compreensdo destes mecanismos, dos mediadores envolvidos e das
adaptacOes que sofre o organismo é importante para o desenvolvimento de novos farmacos

analgésicos que atuem no controle especifico deste sintoma.

A dor apresenta dois componentes importantes: o sensorial e o emocional/afetivo.
O componente sensorial corresponde ao mecanismo neurofisioldgico e permite a transmissao
e interpretacdo do estimulo nocivo através da ativacdo de receptores. O componente
emocional é a percepgdo do estimulo doloroso (RAMADABRAN; BANSINATH, 1996;
JULIUS; BASBAUM, 2001; ALMEIDA et al, 2004).

De acordo com o tipo de lesdo e/ou mediadores envolvidos, a dor pode ser
denominada em nociceptiva (estimulagdo excessiva dos nociceptores), neurogénica (associada
a lesdo do tecido neural), neuropatica (associada a disfuncdo de um nervo) e psicogénica
(associada com fatores psicoldgicos). Além disso, podem ocorrer manifestacbes dolorosas
decorrentes de algumas desordens como a hiperalgesia (sensibilidade exacerbada a um
estimulo doloroso), alodinia (dor em resposta a um estimulo ndo-doloroso) e hiperstesia
(sensibilidade anormal a um estimulo sensorial) (BESSON; CHAOUCH, 1987; DRAY et al,
1994; BESSON, 1999; CARR; GOUDAS, 1999).

A dor aguda tem um valor bioldgico adaptativo ja que se desenvolve em resposta
a um estimulo potencialmente nocivo ao tecido atuando como um sinalizador da integridade
tecidual, promovendo respostas protetoras (SERRA, 1999; AGUGGIA, 2003; CORTELLI;
PIERANGELI, 2003; VITOR et al, 2008).

A dor cronica, por sua vez, ndo possui carater protetor. Sua duracdo excede a do
reconhecimento natural de um estimulo e pode estar presente na auséncia de qualquer agente
indutor identificavel (SERRA, 1999; AGUGGIA, 2003; CHONG; BAJWA, 2003).
Geralmente néo € bem localizada e tende a ser macica, continua ou recorrente.(MERSKEY et
al., 1986; SMITH et al, 1986; FURST, 1999; VITOR et al, 2008). A dor cronica pode
acarretar consequéncias fisicas, comportamentais, mentais, psicoldgicas e psicossociais, além
de envolver grave estresse emocional. A dor cronica difere substancialmente da dor aguda em

relacdo a sua persisténcia, alteracdes adaptativas, tais como neuroplasticidade em varios



22

niveis do sistema nervoso, e dificuldade de tratamento (IADAROLA; CAUDLE, 1997,
BESSON, 1999; BASBAUM et al, 2009).

A dor aguda consiste na estimulacdo persistente de nociceptores, seja térmico,
quimico ou mecanico, ocorrendo ativacdo continua das vias centrais da dor (MILLAN, 1999;
BASBAUM et al, 2009). Ja a dor neuropatica, segundo a IASP, é definida como uma dor
causada ou iniciada por uma lesdo primaria ou por disfuncdo do SNC e/ou Periférico (SNP).
Esta desordem pode ser provocada por compresséao, transeccao, infiltracdo, isquemia, injdria
metabolica de corpos celulares de neurdnios ou uma combinacdo desses fatores (GALLUZZI,
2007).

Em condi¢bes normais, a dor esta associada a uma atividade elétrica nas fibras
aferentes primarias de pequeno didmetro dos nervos periféricos. Os nociceptores sdo
estruturas ndo mielinizadas e ramificadas que sinalizam quando o tecido corporal esta
sofrendo injaria ou em risco de sofrer lesdo e estdo presentes nas terminacgdes sensoriais dos
tecidos periféricos (CESARE; MCNAUGHTON, 1997; VITOR et al, 2008). Eles estdo
presentes na maioria dos tecidos corporais, sdo ausentes no encéfalo, embora sejam
encontrados nas meninges (BEAR et al., 2002). Os nociceptores podem ser ativados por
estimulos de vérios tipos, tais como: mecénicos, térmicos e quimicos (CESARE;
MCNAUGHTON, 1997; BASBAUM et al, 2009), sendo considerados polimodais, com
alguns sendo seletivos (BEAR et al., 2002).

Existem também os chamados nociceptores silenciosos (“silent” ou “sleeping”) os
quais existem em pequena proporcdo nas fibras aferentes primarias e ndo respondem
normalmente a estimulos. (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Apos a ativacdo dos nociceptores especificos, produz-se dor percebida de forma
localizada, com intensidade proporcional & magnitude do estimulo e duragdo correspondente a
vigéncia do estimulo doloroso. Os nociceptores ativados geram estimulos que sdo conduzidos
a medula por dois tipos de fibras aferentes perifericas que se ligam a eles: A-delta (Ad) e C
(SAWYNOK, 2003). As fibras A-6 sdo de condugdo rapida (10-30 m/s) e mielinizadas,
enquanto que as fibras C conduzem lentamente (0,5-2 m/s) o impulso e ndo sdo mielinizadas,
com algumas atuando como quimiorreceptores. As fibras A-6 estdo localizadas na pele e
membranas mucosas e as fibras C estdo largamente distribuidas nos tecidos e na pele
(CARVALHO; VIANNA, 1994). Existem ainda as fibras ApB, que também sdo mielinizadas e
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de grande didmetro sendo capazes de conduzir rapidamente o estimulo doloroso, respondendo
a estimulos periféricos semelhantes. A maioria dessas fibras, originérias de neurdnios cujos
corpos celulares estdo localizados nos ganglios das raizes medulares dorsais, faz sinapses com
neurdnios secundarios do corno da medula dorsal (BESSON, 1999; MILLAN, 2002).

Um estimulo doloroso mais intenso leva a ativacdo de nociceptores polimodais
(fibras C) que desencadeiam uma sensacdo de dor difusa e persistente, que persiste apds o
término do estimulo (PERL, 2007). Os aspectos emocionais da dor ja aparecem nesta fase e se
tornam mais importantes nos quadros de dor crénica (AGUGGIA, 2003). As fibras Ad sido
responsaveis pela condugdo da “primeira dor” que se caracteriza por ser rapida, aguda e
pontual, enquanto que as fibras C transmitem a “segunda dor”, sendo esta atrasada, difusa e

fraca (JULIUS; BASBAUM, 2001; MEYER et al, 2008).

Diversos neurotransmissores, aminoacidos e neuropeptidios sdo liberados pelos
terminais dos aferentes priméarios no corno dorsal da medula, onde exercem importante papel
na modulacdo da transmissdo nociceptiva. Entre tais substancias destacam- se os aminoacidos
excitatorios glutamato e aspartato e diversos outros neurotrasmissores e neuropeptidios,
incluindo as taquicininas [substancia P (SP), neurocinina A (NKA) e neurocinina B (NKB)],
peptidio geneticamente relacionado com a calcitonina (Calcitonin Gene-Related Peptide-
CGRP), colecistocinina (CCK), somatostatina, 6xido nitrico (NO), prostaglandinas (PG),
galanina, encefalinas e endorfinas (WOOLF, 1994; CAO et al, 1995; MILLAN, 1999;
VITOR et al, 2008).

O glutamato é o maior neurotransmissor que comunica os neurénios aferentes
periféricos com os neurénios do corno dorsal promovendo a estimulagdo das fibras aferentes
primarias gerando rapidos potenciais pos-sinapticos nos neurdnios do corno dorsal da medula
(NESTLER et al., 2001; SAWYNOK, 2003).

Existem mecanismos de regulacdo ascendente e descendente da transmissao dos
estimulos nociceptivos (Figura 02), determinando a intensidade da dor. A regulacéo
ascendente age na transmissdo periférica para o cerebro; ja a descendente pode controlar a
transmisséo no sentido inverso (JOHNSON, 2000; BASBAUM et al, 2009).

A transmissdo aferente do estimulo nociceptivo relaciona informac@es vindas da

periferia em direcdo ao cortex, sendo estreitamente dependente da integracdo em trés niveis
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do sistema nervoso: a medula espinhal, o tronco cerebral e o cortéx cerebral (ALMEIDA,
2004).

A transmissdo da dor se faz por uma via bem estudada e conhecida, onde os
nociceptores primarios fazem uma sinapse no corno dorsal da medula espinhal com neurdnios
de segunda ordem, em laminas distintas (BASBAUM; JESSELL, 2000) (fibras C — laminas |
e |1, fibras Ad — laminaV e fibras AP — laminas Ill, IV e V) (BASBAUM et al, 2009), na
substancia gelatinosa (SG) da medula espinhal e os neurdnios de segunda ordem cruzam a
medula espinhal para ascender o trato espinotalamico, projetando suas fibras terminais
principalmente ao tdlamo. No tdlamo, neurénios de terceira ordem emitem axonios atraves da
capsula interna ao cortex somatosensor, onde a somatizagdo do estimulo nocivo ocorre, ou
emitem axo6nios ao giro cingulado anterior, onde existe o componente emocional da dor
(RUSSO; BROSE, 1998; VITOR et al, 2008). O talamo desempenha um papel fundamental
na integracdo do impulso doloroso. (FURST, 1999). Esta transmissdo da dor representa sua
via cléassica (figura 02), mas existem outras vias possiveis, envolvendo estruturas nervosas
diferentes (BESSON, 1999; JABBUR; SAADE, 1999).
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Figura 02 - Via ascendente da nocicep¢ao.
Fonte: BEYZAROV, 2006

Além das vias nociceptivas ascendentes necessarias a interpretacdo da sensacdo
dolorosa, o organismo humano dispde de sistemas moduladores da dor. Isto significa que o
sistema nervoso central (SNC) ndo atua apenas como um centro receptor destes estimulos,
mas que também modula a transmissdo desta informacdo permitindo-nos selecionar
determinadas informagdes sensoriais como o que ocorre, por exemplo, em circunstancias de
alto estresse para o individuo (VITOR et al, 2008). A descoberta destas vias regulatdrias da
dor iniciou-se em 1965, quando MELZACK e WALL propuseram a existéncia de um sistema

de controle da dor por comporta, a “Teoria do portdo” (Figura 03), pelo qual a entrada dos

impulsos nociceptivos no SNC seria regulada pela atividade de interneurdnios inibitérios



26

presentes no corno dorsal da medula espinhal, mais especificamente na area denominada
substancia gelatinosa (SG, lamina Il de Rexed). Posteriormente, ocorreram descobertas que
demonstraram que a eficdcia de comporta também poderia ser regulada por estruturas
supraespinhais. Pesquisas subsequentes comprovaram que a substancia cinzenta
pareaquedutal, faz parte de um circuito central que controla a transmisséo nociceptiva no
corno dorsal da medula espinhal (CDME) (FIELDS; BASBAUM, 1999).

Axonios Aa ou AB
(mecanorreceptores
nao-nociceptivos)

Medula
espinhal

Corno dorsal

"™~ Fibras C
(sinais
nociceptivos)

Para a coluna dorsal

Interneurdnio
Neurénio

de projecéo

Ao tracto espinotalamico

Figura 03: Teoria do Portdo de MELZACK & WALL. Fonte: BEAR et al, 2002

As vias descendentes, que partem do mesencéfalo pelo bulbo ventromedial rostral
e chegam ao corno dorsal da medula espinhal, dirigem-se em sentido diametralmente oposto
ao da via sensitiva ascendente. Elas exercem um efeito inibitorio e modulador sobre estruturas
distais, muito particularmente sobre o corddo posterior da medula, onde o balanco entre
aferéncias nociceptivas e nédo-nociceptivas pode controlar a transmissdo de informagéo
dolorosa para centros superiores (MELZACK; WALL, 1965; GUTSTEIN et al., 1998).
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Existe também a participacdo de vias descendentes no "mecanismo de port&o™
(Figura 03), que controlam a transmissdo de impulsos no corno dorsal que se origina na
Substancia Cinzenta Periaquedutal (PAG), area do tronco encefalico. A PAG recebe
informacOes de varias areas do encéfalo relacionadas com o estado emocional, enviando-as,
por projecBes descendentes, para a ponta dorsal da medula espinhal, onde ocorrera a
depressdo dos neurdnios nociceptivos. Nesta via, foi evidenciada a endorfina, um tipo de
neurotransmissor fabricado por células na PAG, sendo liberada na ponta dorsal para interagir
com receptores inibitérios nos neurénios nociceptivos (JOHNSON, 2000; RANG et al.,
2001).

A via inibitéria descendente constitui um importante alvo para acdo dos
analgesicos opidides (RANG et al, 2001; BENNETT, 2005). Visto que baixas doses de
morfina ou endorfinas no PAG, no NRM ou no corno dorsal podem causar analgesia, além de
tal efeito ser inibido pela naloxona, que é um bloqueador especifico opidide. Assim, supde-se
que os receptores opidides sejam os locais dessas drogas (BEAR et al., 2002).

1.4. MECANISMO DE ACAO DOS ANALGESICOS OPIOIDES

Opidide é um termo geral usado para identificar qualquer substancia, natural ou
sintética, cuja acdo analgésica é semelhante aos efeitos da morfina e que possuam a naloxona
como antagonista (RANG et al., 2008).

Em 1973, Snyder e colaboradores conseguiram provar que 0s opidides séo
reconhecidos por receptores especificos. Conclusivamente, estudos farmacologicos
confirmaram, por clonagem dos receptores, que existem trés tipos principais de receptores de
opioides, chamados de: um (W), k ¢ & que medeiam os principais efeitos farmacologicos dos
opiaceos (WAY et al., 2002; STEIN et al, 2009). Esses receptores podem, ainda, ser
subdivididos em diferentes subtipos: pi, Mz, K1, k2, K3, 81, 82 (KRAYCHETE, 2002).

A morfina e a maioria de seus analogos exercem seus efeitos analgésicos atuando
principalmente nos receptores p. Os agonistas dos receptores o também sdo analgésicos
potentes, s6 que ndo atravessam a barreira hematoencefélica, por essa razdo, precisam ser
administrados via intratecal. J& os agonistas k seletivos induzem analgesia mediada

principalmente nos locais espinhais. No entanto, em relacdo aos efeitos neurais, estudos
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demonstram que os agonistas [ e k exercem efeitos antagnicos, enquanto o primeiro provoca
euforia, o segundo causa efeitos disforicos (GUTSTEIN; AKIL, 2003; MERRER et al, 2009).

Uma elevada concentracdo de receptores esta localizada no corno dorsal da
medula espinhal (Ilaminas | e I1), nacleo trigémeo medular, tdlamo, hipotalamo, substancia
periaquedutal cinzenta, nucleos da rafe, na regido ventral superior do bulbo e da ponte e locus
ceruleus (MERRER et al, 2009). Algumas dessas substancias estdo relacionadas as vias
inibitérias descendentes que modulam a transmissdo do estimulo doloroso. Observa-se,
também, a presenca de receptores nas amigdalas e cortex cerebrais, no hipocampo, no ndcleo
caudado e globo péalido, na medula supra-espinhal, nos plexos nervosos e glandulas exocrinas
do estbmago e intestino, sugerindo a participacdo dos opidides na regulacdo o comportamento
motor, afetivo, neurovegetativo e neuroendocrino (KRAYCHETE, 2002; MERRER et al,
2009).

Os receptores opidides estdo expressos nos nervos envolvidos na transmisséo da
dor (trajetéria ascendente sensorial) e modulacdo (trajetéria inibitéria descendente) na
periferia, na medula espinhal e no cérebro (MANSOUR et al., 1994). Eles previnem a
ativacdo e sensibilizacdo dessas fibras e inibem a liberacdo de neurotransmissores, por

estarem presentes nas fibras C dos nervos aferentes primarios sensitivos (STEIN et al., 1993).

Os receptores opiodides sdo acoplados a proteina G inibindo a adenilato ciclase e
reduzindo o conteudo intracelular de AMPc (DHAWAN et al., 1996). Os trés subtipos de
receptores exercem esse efeito, além de efeitos sobre os canais i6nicos através de um
acoplamento direto da proteina G ao canal. Através desse mecanismo, os opidides promovem
a abertura dos canais de potassio e inibem a abertura dos canais de calcio regulados por
voltagem que constituem os principais efeitos observados na membrana. Esses efeitos sobre a
membrana reduzem tanto a excitabilidade neuronal (aumentando a condutancia do potassio e
provocando hiperpolarizacdo da membrana) quanto a liberagdo de transmissores (devido a
inibicdo da entrada de calcio) (NORTH, 1993; WAY et al., 2002).

Os agonistas k exercem uma potente atividade analgésica em uma grande
variedade de modelos viscerais de dor mediados por receptores k periféricos e, possivelmente,
por uma acdo ndo opidide em canais de sédio nas terminacOes periféricas de aferentes
sensoriais primarios. A presenca de inflamacao potencia a atividade analgésica dos agonistas
K na dor visceral, relatada por modelos de dor somatica envolvendo inflamagdo. Dessa forma,

uma grande variedade de dores viscerais incluindo cirurgias abdominais, pancreatites,
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dismenorreéia, dores do parto e desordens funcionais como sindrome do intestino irritado e

dispepsia 0 poderao ser tratadas por agonistas k periféricos (RIVIERE, 2004).

VANDERAH et al (2004) verificaram a presenca de atividade antinociceptiva
periférica e antihiperalgésica através do teste de contor¢Bes abdominais induzidas por &cido
acético, com auséncia dos efeitos colaterais tipicos dos agonistas k centrais, com a utilizagado
de um novo peptideo agonista k e com provavel possibilidade da aplicacdo terapéutica do

mesmo.

Os agonistas do receptor & opidide mostram uma forte atividade antinociceptiva
com relativamente poucos efeitos colaterais e uma reduzida propensédo ao desenvolvimento da

tolerancia, ja que possuem um potencial analgésico atrativo (VARGA et al., 2004).

1.5. PEPTIDIOS OPIOIDES ENDOGENOS

Devido o conhecimento e a caracterizagdo de receptores opidides 0s
pesquisadores passaram a buscar ligantes enddgenos para 0s mesmos chegando a descoberta
de um ndmero de peptideos enddgenos que se liga a receptores opidides e tém efeitos
semelhantes aos da morfina (SMITH; REINARD, 1995; VAN REE et al., 2000). Esta
descoberta esclareceu que as acfes da morfina baseavam-se na sua capacidade de imitar as
acOes de uma familia de mediadores enddgenos, denominados peptidios opidides.

HUGHES et al em 1975 e 1976 descobriram os primeiros peptideos enddgenos,
as encefalinas e as B-endorfinas, respectivamente. Anos mais tarde foi identificado um novo
peptidio, a dinorfina, que é cerca de 200 vezes mais potente que a morfina (GOLDSTEIN et
al 1979). ZADINA et al, em 1997, encontraram no cérebro um novo grupo de peptideos, as
endomorfinas. Outro peptideo enddgeno encontrado é o sistema pronociceptina que consiste
de peptideos derivados deste pré-horménio (MEUNIER, 1997; MORAN et al., 2000).

Esses peptidios encontram-se amplamente distribuidos no cérebro e nos tecidos
periféricos (TRIGO et al, 2009). Na medula espinhal, a dinorfina ocorre principalmente nos
interneurdnios, enquanto as encefalinas sdo encontradas principalmente nas vias descendentes
longas que se estendem do mesencéfalo até o corno dorsal. Os peptidios opidides também sdo
produzidos por muitas células ndo-neuronais, incluindo glandulas enddcrinas e exocrinas do

sistema imune, bem como em areas cerebrais distintas daquelas envolvidas na nocicepcao;
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correspondentemente, tém funcdo reguladora em muitos sistemas fisiologicos diferentes,
refletindo-se nas propriedades farmacoldgicas bastante complexas dos opidceos (RANG et al.,
2001).

Os diferentes peptideos opidides mostram alguma preferéncia por diferentes
receptores: B-endorfina por W, encefalinas por & ¢ dinorfinas por k (DHAWAN et al., 1996;
STEIN et al, 2009). Ja as endomorfinas 1 e 2, possuem alta seletividade para o receptor
opidide p. (FICHNA et al., 2007).

Estudos atuais indicam que varios opioides fenantrénicos (morfina, codeina)
também podem ser encontrados como substancias endégenas em concentracdes muito baixas
(da ordem de picomolar) em tecidos de mamiferos, porém o seu papel nesses locais ainda ndo
foi estabelecido (WAY et al., 2002).

Algumas das funcdes dos peptideos enddgenos parecem ja conhecidas, como a
funcdo sensorial (importante na inibicdo das respostas aos estimulos dolorosos), um papel
modulador nas func¢des gastrointestinais, endocrinas e autbnomas, uma funcdo emocional que
se evidencia pela propriedade poderosa de gerar gratificacdo e dependéncia e uma funcao
cognitiva na modulacdo da aprendizagem e memdria (GUTSTEIN; AKIL, 2003; BODNAR,
2008).

1.6. ANALGESICOS OPIOIDES: INDICACOES TERAPEUTICAS, TOXICIDA-
DE E EFEITOS COLATERAIS

O alivio da dor é um dos principais objetivos da Medicina, por isso, um dos temas
mais importantes na farmacologia tem sido a busca por drogas que aliviem a dor, juntamente
com o sofrimento causado por esta. Todos 0s medicamentos usados para o alivio da dor tém a
marca e o padrdo dos opidides, especificamente a morfina, que apos séculos continua sendo
utilizada como importante agente terapéutico para o alivio de dores moderadas a severas
(SMITH; REYNARD, 1995; CHILDERS, 1997; WAY et al., 2002; OSSIPOV, et al., 2003).

O alcal6ide mais importante do Opio é a morfina, que pertence ao grupo
fenantrénico e possui na sua férmula estrutural dois grupos hidroxilas (CARVALHO;
VIANNA, 1994). Da molécula da morfina, foram produzidos variantes por substituicdo de um
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ou ambos os grupos hidroxila (0 OH fendlico na posi¢do 3 e 0 OH alcodlico na posicéo 6),
por substituicdo no &tomo de nitrogénio na posicdo 17 (RANG et al., 2008) e por elimina¢do
de anéis (KRAYCHETE, 2002). A palavra opioide é utilizada para qualquer substancia,
enddgena ou sintética, capaz de agir de forma semelhante a morfina e que pode ser bloqueada

por antagonistas como a naloxona (HERZ, 1993).

Os opidides variam ndo apenas na sua especificidade para receptores, mas
também na sua eficacia sobre os diferentes tipos de receptores. Assim, alguns agentes atuam
como agonistas puros (possuem um efeito méximo para analgesia, e incluem a maioria das
drogas tipicas semelhantes a morfina. Ex: codeina, metadona e dextropropoxifeno) em um
tipo de receptor, antagonistas (drogas que ndo possuem atividade farmacoldgica intrinseca,
porém bloqueiam os efeitos dos agonistas. Ex: naloxona, naltrexona) ou como agonistas
parciais (possuem baixa eficacia, combinam certo grau de atividade agonista e antagonista em
diferentes receptores. Ex: nalorfina e pentazocina) (RANG et al., 2008; KRAYCHETE,
2002), possuindo um quadro farmacol6gico muito complicado.

Os opidides foram estudados mais intensamente do que qualquer outro grupo de
drogas, na tentativa de se compreender seus poderosos efeitos em termos moleculares,
bioquimicos e fisiologicos, permitindo o desenvolvimento de novos agentes dotados de
vantagens significativas em relacdo a morfina. Mesmo com esse estudo, a morfina continua
sendo o agente convencional para avaliagdo de qualquer novo agente (DUGGAN; NORTH,
1984; PASTERNAK, 1993; YAKSH, 1997).

A morfina e todos os seus derivados mostram-se eficazes na maioria dos tipos de
dor aguda e crbnica, embora os opidides sejam, em geral, menos Uteis nas sindromes de dor
neuropatica (como o membro fantasma e outros tipos de dor de desdiferenciacédo, neuragia do
trigémio, etc.) do que na dor associada a leséo tecidual, inflamag&o ou crescimento de tumor
(RANG et al., 2008).

Como utilizagéo clinica, os agonitas opidides sdo empregados no alivio da dor
aguda intensa ou cronica moderada, como as associadas as dores pds-operatorias, dores
associadas as lesbes agudas, colica renal ou biliar, infarto agudo do miocardio ou cancer.
Essas substancias podem ser utilizadas, também, na sedacdo pré-operatoria e anestesia
suplementar (CLAYTON; STOCK, 2006; BODNAR et al, 2008).



32

Os opitides causam diversas reacOes colaterais: depressdo respiratoria, nausea,
vOmito, constipagdo, disturbios cardiovasculares (como hipotensdo e bradicardia), aumento da
pressdo intracraniana, miose, espasmo dos tratos biliar e urindrio e, mais raramente,
fendmenos de hipersensibilidade, rach e reacGes anafilactoides (JEFFE; MARTIN, 1996;
ZOLLNER; STEIN, 2007). CLAYTON; STOCK (2006) relataram outros efeitos colaterais
dos opidides como cefaléia leve, confusdo, sedacdo, sudorese (sintomas que aparecem,
geralmente, com a dose inicial), desorientacdo, hipotensdo ortostatica (manifestada por

tonteira e fraqueza, ocorrendo no inicio da terapia).

Os agonistas opidides podem produzir tolerancia ou dependéncia psicoldgica e
fisica com o uso continuo e prolongado, sendo essas as principais limitac@es clinicas aos seus
usos (JEFFE; MARTIN, 1996; OSSIPOV et al., 2003; MERRER et al, 2009). A tolerancia
ocorre na necessidade de doses cada vez maiores para se conseguir o mesmo efeito
analgésico. O uso continuo de agentes opidides pode ocasionar respostas hiperalgésicas
durante uma retirada precipitada dos mesmos. Esta observacao sugere que um processo pro-
nociceptivo possa ser desenvolvido. Uma sensibilidade dolorosa anormal incluindo
hiperalgesia e alodinia ocorre em animais que estdo recebendo administracdo de opidides na
auséncia de interrupcdes. Esse efeito paradoxal de sensibilidade dolorosa induzida por
opidides pode contribuir para a manifestacdo de tolerancia aos mesmos (MAO, 2002;
OSSIPQV et al., 2003).

A dependéncia pode aparecer ap0s trés a seis semanas do seu uso continuo, tendo
como sinais iniciais de suspensao, a sudorese, 0 cansaco, erupgdes cutaneas, corrimento nasal,
lacrimejamento e midriase. Esses sintomas aumentam nas proximas 24 horas, onde o paciente
desenvolve dores intensas nas costas, abdome e pernas, espasmos abdominais e musculares,
sensacdes rapidas de calor e frio, insénia, nduseas, diarréia e vomitos, aumento a temperatura
corporal e coriza intensa, assim como da pressdo arterial e das freqliéncias respiratoria e
cardiaca. Esses sintomas desaparecem de 5 a 14 dias, tendo seu pico maximo em 36 a 72
horas apos interrup¢do do medicamento (CLAYTON; STOCK, 2006).

A morfina também produz acentuada dependéncia psicoldgica, manifestada na
forma de desejo morbido pela droga, que é provavelmente mais importante do que a sindrome
da abstinéncia fisica como fator responsavel pela dependéncia do ser humano - apesar de ser
muito mais dificil de estudar (RANG et al, 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que os atuais analgésicos utilizados para o tratamento de dores
agudas e cronicas apresentam muitos efeitos colaterais, devido suas agdes sobre o sistema
nervoso central, tais como tolerancia, dependéncia fisica, depressédo respiratoria e distdrbios
cardiovasculares, intensas pesquisas tem sido realizadas na atualidade em busca de novas
drogas que possuam menos efeitos colaterais e uma maior eficicia no tratamento da dor. A
relevancia do atual projeto reside na busca de uma nova substancia biologicamente ativa no
veneno da serpente C.d. collilineatus que atue sobre a dor aguda experimental, com menos
efeitos colaterais, abrindo perspectivas para o desenvolvimento de novos farmacos que
poderdo ser utilizados de uma maneira mais eficaz no tratamento da dor no homem,

melhorando consequentemente a sua qualidade de vida.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Isolar e estudar um fator com efeito analgésico presente no veneno da serpente

C.d. collillineatus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Purificar, em escala preparativa, uma substancia responsavel pelo efeito
antinociceptivo nesse veneno por Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC) preparativa;

2. Realizar estudos de analgesia in vivo em camundongos, sobre dores agudas
através dos testes de contor¢fes abdominais induzidas por acido acético, teste
da formalina (dores de origem neurogénica e inflamatoria), teste do tail-flick
(dores envolvendo mecanismo a nivel medular) e teste da placa quente (dores

envolvendo mecanismo de origem cerebral);

3. Comparar a atividade analgésica do fator com a da morfina, analgésico opioide

classico;

4. Verificar o envolvimento do sistema opidide no efeito analgésico da nova

substéancia através do uso da naloxona — antagonista opioide classico.



4. METODOS

4.1. MATERIAIS

4.1.1. REAGENTES

Acido acético glacial; Merck, Brasil

e Formaldeido 37%; Merck, Brasil

e Cloreto de Sodio; Reagen, Brasil

e Alcool etilico P.A.; Merck, Brasil

e Agua bidestilada; Universidade Estadual do Cear4, Brasil
e Morfina; Sigma, USA

¢ Naloxona; Sigma, USA

4.1.2. APARELHOS E INSTRUMENTOS

e Agitador de tubos; Phoenix AP56, Brasil

e Balanca Analitica; Marte- AM550, Brasil

e Balanca de precisdo; Mettler- Balance, USA
e Centrifuga refrigerada; Annita I, Eslovénia
e Crondmetro; Leodnidas Trackmater, Alemanha
e Coluna preparativa; C18(2,4x 5 cm)Vydac

e HPLC; Shimadzu LC- 10AS,Japao

o Liofilizador; Edwards- Modulyo, Inglaterra
e pH ; Micronal, Brasil

e Pipetas automaticas; Gilson, Franca

e Placa Quente; Socrel DS37

e Refrigerador

e Tail Flick; Insigth

e TermOmetro; ASPIN 09654.10,Brasil

35
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4.2. METODOS EXPERIMENTAIS
4.2.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus), adultos-jovens, de 2 a 4
meses, machos, com peso variando entre 25 e 30 g, provenientes do Biotério do Instituto
Superior de Ciéncias Biomédicas (UECE). Os animais foram mantidos em gaiolas proprias,
recebendo racdo padrdo e agua ad libitum. Nas 24 horas antes dos ensaios, 0s animais foram
mantidos na sala onde foi desenvolvido o estudo, a fim de adapta-los ao ambiente
experimental. A manipulacdo dos animais, antes, durante e depois dos experimentos, foi
conduzida de acordo com as regras de manipulacdo de animais de laboratorio, preconizadas
pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara -
CEUA/UECE - 58/2009(09233135-1).

4.2.2. FRACIONAMENTO DO VENENO DE Crotalus durissus collillineatus

O veneno bruto da C.d.collilineatus foi gentilmente cedido pelo Instituto Butantan
de Sédo Paulo. A fracdo sobrenadante do veneno bruto da C.d. collillineatus foi ressuspendido
previamente em solucdo de &cido trifluoroacético (TFA) (0,05%) na concentracdo de 20
mg/ml e 200 ul foram aplicados de cada vez em uma coluna preparativa de fase reversa C18
(Shim pack prep. ODS 30 x 2,5 cm) acoplada ao HPLC (Figura 04) e eluida com um fluxo de
5 ml/min com gradiente de acetonitrila de 0 a 80% em 30 minutos para purificacdo de
peptideos e substancias de baixo peso molecular. As fracBes correspondentes aos picos
obtidos foram coletadas, liofilizadas e em seguida ressuspensas em salina, cujas aliquotas

foram testadas para a atividade biologica (fator Cdc).
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Figura 04 — Cromatégrafo Preparativo de Elevada Performance (Laboratério de Toxinologia e

Farmacologia Molecular — UECE).

4.3. DETERMINACAO PARCIAL DA ESTRUTURA QUIMICA DO FATOR

A determinacdo da estrutura quimica do fator foi parcialmente elucidada através
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) no CENAUREM (Centro Nordestino de
Ressonancia Magnética Nuclear). A analise da RMN de alta resolucdo do fator purificado foi
realizada através de sequéncias modernas de pulsos tais como 1H, 1H-COSY e NOESY,
correlagé@o heteronuclear (inversa) de carbono e hidrogénio do carbono-hidrogénio acoplados
(Hector e HMQC), assim como as sequéncias equivalentes de longa extensdo (COLOC e
HMBC). Os detalhes da metodologia utilizados foram anteriormente descritos (CARVALHO
et al, 1999).
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4.4. MODELOS DE NOCICEPCAO

44.1 TESTE DAS CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS POR
ACIDO ACETICO

Foi realizado o teste das contor¢cBes abdominais induzidas por &cido acético
(0,8%) capaz de produzir contragdo da musculatura abdominal, juntamente com a extenséo de
pelo menos uma das patas posteriores em uma injecdo intraperitoneal (i.p.) (Figura 05) de
acido aceético (contorcBes abdominais) (Figura 06) (COLLIER et al., 1968; BENTLEY et al,
1981). Embora seja um modelo simples e pouco especifico, o teste das contor¢es abdominais
€ muito sensivel e permite avaliar a atividade antinociceptiva de substancias que atuam tanto

em nivel central quanto periférico.

Figura 05 — Via de administracéo Figura 06 — Modelo de contorcdes
intraperitoneal. abdominais induzidas pelo acido acético.

Grupos distintos de animais (n = 06) foram pre-tratados, pela via intravenosa (i.v.)
(Figura 07) com o fator isolado do veneno da C.d. collillineatus (Cdc) nas doses de 1mg/kg,
5mg/kg e 10mg/kg. Apo6s 05 minutos da administracdo do fator Cdc, foi administrado o acido
acético (0,8%) i.p. num volume de 300ul por animal (camundongos com peso de 25-30g
cada) (Figura 08). Os grupos controle receberam 0 mesmo volume de salina, veiculo utilizado

para diluir o composto em analise, na mesma via de administragéo (i.v.).
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Figura 07 — Injec&o do fator Cdc na Via intravenosa

Apos a injegdo do &cido acético, os animais foram observados quantificando-se,
cumulativamente, o nimero de contor¢des abdominais, durante um periodo de 25 minutos
(VANDER WENDE; MARGOLIN, 1956) (Figura 08). A atividade antinociceptiva foi
determinada tomando-se como base a inibi¢do do nimero das contor¢Bes dos animais tratados

em relacdo ao numero de contor¢6es dos animais do grupo controle.

Foi administrada a morfina, opidide cléssico, na concentragdo de 5mg/kg i.v.
como controle positivo. O fator Cdc (10mg/kg) e a morfina (5mg/kg) foram testados em
relacdo ao efeito opidide através do uso conjunto com a naloxona — antagonista opioide
classico, administrada na via i.p., 20 minutos antes das substancias supracitadas, na
concentragdo de 5Smg/kg (Figura 08).

Veiculo/Fator/Morfina Acido acético 0,8%
ip.

Contor¢oes abdominais

iv.

Veiculo/Fator/Morfina ” 4
iv Acidoacético 0,8% Contorgoes

ip. abdominais

Naloxone i.p.

Figura 08 — Desenho experimental do teste de contorgdes abdominais induzidas por acido acético
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4.4.2. TESTE DA FORMALINA

O teste da injecdo subplantar de formalina (4%), um modelo mais especifico que o
teste das contorcOes abdominais, permitiu avaliar dois tipos de dor: uma de origem
neurogénica, como resultado da estimulacéo direta dos neurdnios nociceptivos, observada nos
primeiros 5 minutos apds a administracdo da formalina, e outra de origem inflamatoria,
caracterizada pela liberagdo de mediadores inflamatdrios, observada entre 15 e 30 minutos
apos a injecdo da formalina e representando a resposta tonica a dor.

Os procedimentos para esse modelo foram como os ja descritos na literatura
(HUNSKAAR et al, 1985; TIALSEN et al, 1992; CORREA; CALIXTO, 1993). O teste foi
realizado a temperatura ambiente de 24-25°C e na auséncia de fatores experimentais que
possam afetar o fluxo sanguineo periférico, devido a grande sensibilidade da resposta na
segunda fase (tardia). Este teste consistiu na injecdo subplantar de formalina (4% diluido em
agua bidestilada; 20ul/pata) na pata traseira direita (Figura 09) em um grupo de 6
camundongos, onde foi induzida a nocicepg¢do quimica, segundo o método de HUNSKAAR et
al de 1987. Foi registrado o tempo gasto, em segundos, pelo animal para responder ao
estimulo notando-se dois periodos: 0-5 min (primeira fase - neurogénica) e de 15 — 30 min
(segunda fase - inflamatoria) ap6s a administracdo da formalina (TJALSEN et al, 1992). A
resposta foi caracterizada por sacudidas rapidas da pata injetada e por mordidas e/ ou

lambidas leves.

Figura 09 — Injecdo subplantar de formalina 4%.
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O fator Cdc foi administrado pela via intravenosa nas doses 1mg/kg; 2,5mg/kg;
5mg/kg e 10mg/kg (n=6) e, apés 5 min, os animais receberam uma injecdo subplantar de
formalina 4% na pata traseira direita. O grupo controle recebeu também na via i.v., 0 veiculo
salina. Como controle positivo foi administrada, por via i.v., morfina (5mg/kg) e apds 5

minutos foi realizado teste (Figura 10).

Para avaliar o envolvimento do sistema opidide, a naloxona, um antagonista
opioide classico, foi administrada por via i.p., na dose de 5mg/kg, 20 minutos antes do

tratamento com o fator Cdc (10mg/kg i.v.) e da morfina (5mg/kg, i.v.) (Figura 10).

Veiculo/ Fa_tor/ Morfina Injecao subplantarde . -
LV. formalina Rea¢aodo animal

Veiculo/Fator/Morfina Injecio subplantarde
iwv formalina

Naloxonei.p. Reag¢iodo animal

Figura 10 — Desenho experimental do teste da formalina
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4.43. TESTE DA PLACA QUENTE

O teste da placa quente teve como objetivo determinar a atividade analgésica
central do fator. Este teste, proposto por WOOLFE; MC DONALD (1944) consiste em
colocar os animais sobre uma placa quente (55 °C + 1,0 °C) (Figura 11) e observar quanto
tempo levam para manifestar uma resposta (lamber, morder, saltar ou levantar as patas)
(Figura 12).

INéIéHT" 1

Figura 11 — Aparelho Placa Quente Figura 12 — Teste da placa quente — animal
respondendo ao estimulo (lambidas)

Cada grupo tratado foi constituido por 06 animais. O grupo controle recebeu o
veiculo salina pela via de administracdo i.v. antes do teste, enquanto os grupos tratados
receberam doses crescentes do fator Cdc (1mg/kg; 2,5mg/kg; 5mg/kg e 10mg/kg), também
i.v.. Como controle positivo, foi administrada, por via i.v., morfina (5mg/kg) e apds 5 minutos
os animais foram colocados na placa quente (Figura 13). Para prevenir danos nas patas dos

animais, foi considerado como tempo méaximo de reacdo 40 segundos.

Tanto o fator Cdc (10mg/kg) quanto a morfina (5mg/kg) foram testados em
relacdo ao efeito opidide através do uso conjunto com a naloxona — antagonista opioide
classico, usada i.p. 20 minutos antes das substancias supracitadas, na concentracdo de 5mg/kg
(Figura 13).
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Veiculo/Fator/Morfina
iv. Reac¢iodo animal na
placaquente

BT 5
- @ l\/M
T And

Naloxone i.p. Veiculo/Fator/Morfina Reag:a"ib do animal na

iwv placaquente

Figura 13 — Desenho experimental do teste da placa quente

4.4.4. TESTE DA RETIRADA DA CAUDA (Tail Flick): DETERMINACAO
DA ATIVIDADE ANALGESICA MEDULAR

Este método teve como objetivo verificar a eficacia do fator contra a nocicepgéo
térmica e seu envolvimento central medular. O teste consistiu na aplicacdo de radiacéo
térmica através de um filamento que é aquecido, gradativamente até 70°C durante 16 s, em
contato com uma pequena superficie da cauda do animal (HARDY, 1953; HARDY et al.,
1957) (Figuras 14 e 15). Este estimulo térmico provoca uma reacdo de retirada da cauda dos
animais do grupo controle através de um movimento reflexo de origem espinhal rapido e
vigoroso. Quando hd um aumento do tempo ou da temperatura de retirada da cauda, este €
interpretado como uma agdo analgésica. A atividade antinociceptiva foi determinada
tomando-se como base 0 aumento da temperatura para retirada da cauda dos animais tratados
em relagdo as mesmas respostas dos animais do grupo controle (D'AMOUR; SMITH, 1941;
SMITH et al., 1943; RAFFA et al., 1992).
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Figura 15 - Animal imobilizado com 1/3 apical da cauda
introduzida no filamento do aparelho do Tail Flick.

Nos grupos experimentais (n=6), o fator Cdc foi administrado pela via intravenosa
nas concentracfes de 1mg/kg; 2,5 mg/kg; 5mg/kg e 10mg/kg, 5 min antes da realizagdo do
teste. O grupo controle recebeu, também por via i.v., 0 veiculo salina. Como controle
positivo, foi administrada a morfina, opioide classico, na concentracdo de 5mg/kg i.v. (Figura
16).

Tanto o fator Cdc (10mg/kg) quanto a morfina (5mg/kg) foram avaliados quanto
ao seu envolvimento na via opioide através do uso conjunto com a naloxona — antagonista
opidide classico, usada intraperitonealmente na concentracdo de 5mg/kg, 20 minutos antes da

administracao do fator e da morfina (Figura 16).
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Veiculo/Fator/Morfina

Naloxone i.p. Veiculo/Fator/Morfina

iv.

Teste

Figura 16 — Desenho experimental do teste tail-flick

45. ANALISE COMPORTAMENTAL DOS ANIMAIS (TOXICIDADE DO

FATOR Cdc)

A andlise comportamental dos animais ocorreu durante a realizacdo de todos os

testes experimentais, tendo como base a tabela de Loomis:

TABELA 01 — Exame fisico e observacao de animais em estudo de toxicidade — adaptada e traduzida de
LOOMIS; HAYES, 1996

REAGCOES ANALISADAS

Atividade Resposta somatica

Reducéo ou aumento da atividade Aumento ou reducdo do comportamento

Locomotora de alisar-se

Saltos Aumento ou reducdo do comportamento
de cocgar-se

Reacdes bizarras Esfregando o nariz

Movimentos de circo Prostracao

Vaguear Prostracéo
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Movimentos para tras
Rodopiando

Lambendo as paredes do compartimento
Movimentos de p4 com o nariz
Olhos vidrados

Movimentos circulares
Fonacéo

Aumento ou reducgéo

Fonacdo anormal
Sensibilidade ao som
Aumento ou reducéo
Sensibilidade ao toque
Aumento ou reducéo
Interacéo social

Aumento ou reducdo do comportamento
exploratorio

Aumento ou reducéo da frequéncia do rearing

Aumento da rapidez do rearing
Diminuicdo da altura do rearing
Cauda anormal

Cauda rigida ou flexivel

Cauda de Straub

Comportamento agressivo

Aumento ou reducéo da agressividade a
individuos da mesma espécie

Aumento ou reducéo da agressividade ao
experimentador

Ataxia
Convulsoes
Paralisia

Perda da consciéncia
Tremores
Exoftalmia

Irritacdo nos olhos
Opacidade dos olhos
Piscando excessivamente
Reflexo da cornea
Ausente ou diminuido
Fotofobia

Defecacéo

Aumento ou reducéo
Diarréia

Com sangue

Miccao

Aumento ou reducéo

Hematdria franca
Apnéia
Dispnéia
Respiracéo

Aumento ou reducéo da velocidade da
respiracao

Aumento ou reducéo da profundidade
da respiracédo

Respiracéo irregular
Corrimento nasal

Cianose

Piloerecéo
Morte
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46. CALCULO DA PORCENTAGEM DE RESPOSTA DO FATOR EM
RELACAO A MORFINA (MOL A MOL) (Adaptado de ADED DA SILVA,
2009).

Para calcular a porcentagem de inibicdo do fator em relacdo a morfina, quando

comparados mol a mol, foram realizados os célculos a seguir.

Primeiramente é calculada a média dos resultados do fator e da morfina nos testes

descritos anteriormente (X = média).

Em seguida é calculada a porcentagem de resposta do fator e da morfina em

relacdo ao controle negativo:

Nos testes de contor¢fes abdominais e da formalina:

X fator X 100 = X% (porcentagem (p.) da resposta do fator em relagcdo ao grupo controle)
X controle

X morfina X 100 = Y% (p. da resposta do morfina em relacdo ao grupo controle)
X controle

Nos testes do tail-flick e da placa quente:

X fator x 100 - 100 = X% (p. da resposta do fator em relagéo ao grupo controle)
X controle

x morfina x 100 - 100 = Y% (p. da resposta da morfina em relagcdo ao grupo controle)
X controle

Lembrar que o valor obtido ndo serd o grau de porcentagem, mas sim 0 seu
complemento.

Em seguida é calculada a diferenca do peso molecular (P.M.) do fator em relacéo

ao peso molecular da morfina:

P.M.Fator = 550 =19
P.M. Morfina 285,3

Ap0s a obtencdo dos valores, inserimos 0s mesmos na seguinte formula:

X% x 19
Y%

A porcentagem de resposta do fator em relacdo a morfina, quando comparados
mol a mol, foi calculada em todos os testes realizados.
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4.7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos experimentalmente foram expressos como Médias e Erro Padrdo
da Média (E.P.M). As diferencas estatisticas foram obtidas através da andlise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey (para comparagdes multiplas). Foi utilizado o software Graph Pad
Prism®, versdo 5.0, Copyright©. O critério de significancia para todos os casos foi de p <
0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. CROMATOGRAFIA DO VENENO BRUTO DA Cdc

No perfil cromatografico do veneno bruto Cdc foram coletadas fracoes referentes
aos picos cromatogéaficos entre 16 e 93 minutos apos o inicio da eluicdo (Figura 17). Estas
fracOes, ap0s a liofilizagdo, foram utilizadas para realizagcdo do teste antinociceptivo de
contor¢Bes abdominais induzidas por acido acético para screening da atividade analgésica,
onde foi selecionada a fracdo que apresentou melhor atividade antinociceptiva (fator Cdc). A

seta indica o pico que apresenta o fator (Figura 17).

S~

0 TEMPO (min) 110

Figura 17 - Cromatograma do veneno Cdc obtido por HPLC de fase reversa.
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5.2. TESTE DE CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS POR ACIDO
ACETICO

O fator Cdc, quando administrado nas doses de 1 mg/Kg (19,75 * 0,32); 5 mg/Kg
(9,9 £ 2,1) e 10mg/Kg (4,2 + 0,85) por via i.v., inibiu significativamente o nimero de
contorcBes abdominais em relacdo ao controle negativo (43,1 + 2,51). A morfina foi
administrada na dose de 5mg/Kg (0,84 + 0,36) por via i.v. como controle positivo e inibiu
também de forma significativa o nimero de contor¢des em relagdo ao controle negativo
(Figura 18). O fator Cdc foi, aproximadamente, 174 % mais potente que a morfina, quando

comparados mol a mol.

50+

N° de contorgdes em 25°

Controle  F-Img/Kg F-5mg/Kg F-10mg/Kg M-5mg/Kg

Tratamentos

Figura 18 — Atividade antinociceptiva do Fator Cdc no teste de contor¢des abdominais induzidas por
acido acético. O controle (veiculo), o fator Cdc (F) (1; 5 e 10 mg/kg) e a morfina (M) (5mg/kg) foram
administrados intravenosamente (i.v.) 5 min antes do teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético
0,8% intraperitoneal. A atividade antinociceptiva do fator Cdc foi avaliada pela redu¢do do nimero de
contorcOes abdominais do animal quando comparado com o controle negativo. O teste estatistico utilizado foi
ANOVA e Tukey como post test. Média + E.P.M. (n= 6 para cada grupo). ~ °p<0,001 em relac&o ao controle e
"p<0,05 em relacéo ao fator- 1mg/kg.
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O naloxone, na dose de 5mg/Kg, foi administrado por via i.p. 20 minutos antes do
fator 10mg/Kg (4,2 + 0,85 e da morfina 5mg/Kg (0,84 % 0,36), blogueando
significativamente os efeitos antinociceptivos de ambos (fator Cdc (23,9 £+ 1,1); morfina (25,6
+ 1,3)) (Figura 19).

50+

N° de contorcdes em 25

Controle F-10mg/kg F+Nal-5mg/kg  M-5mg/kg  M+Nal-5mg/kg

Tratamentos

Figura 19 — Efeito do Naloxone na atividade antinociceptiva do Fator Cdc no teste de contorgdes
abdominais induzidas por acido acético. O Naloxone foi administrado i.p. 20 min antes do controle (veiculo),
do fator Cdc (F) (10 mg/kg) e da morfina (M) (5mg/kg) que foram administrados i.v. 5 min antes do teste de
contorgdes abdominais induzidas por acido acético 0,8% intraperitoneal. A atividade antinociceptiva do Fator
Cdc foi avaliada pela reducdo do nimero de contor¢Bes abdominais do animal quando comparado com o
controle negativo. O teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey como post test. Média + E.P.M. (n= 6 para
cada grupo). “?p<0,001 em relacdo ao controle, “"°p<0,001 em relacdo ao fator 10 mg/kg e ~“p<0,001 em
relagdo a morfina 5 mg/kg.
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5.3. TESTE DA FORMALINA

5.3.1. FASE 1

O fator Cdc, quando administrado nas doses de 2,5 mg/Kg (95,75 = 8,20); 5
mg/Kg (68,33 + 3,45) e 10 mg/Kg (35,5 = 7,1), por via i.v., inibiu de forma significativa, na
fase 1, o tempo de lambidas e/ou leves mordidas na pata injetada em relacdo ao controle
negativo (152,9 £+ 11,22). A morfina foi administrada na dose de 5mg/Kg (11,67 £ 5,54) por
via i.v. como controle positivo, diminuindo também de forma significativa o tempo de reacéo
em relacédo ao controle negativo (Figura 20). O fator Cdc, quando comparado mol a mol com

a morfina, foi 157% mais potente.

180 -

150

120+

Tempo de lambidas (s)
T T

304

Controles F2,5mg/kg Fb5mg/kg F10mg/kg M 5mg/kg

Tratamentos

Figura 20 — Atividade antinociceptiva do Fator Cdc no teste da formalina — fase 1. O controle (veiculo), o
fator Cdc (F) (2,5; 5 e 10 mg/kg) e a morfina (M) (5mg/kg) foram administrados i.v. 5 min antes do teste da
formalina subplantar 4%. A atividade antinociceptiva do fator Cdc foi avaliada pela reducdo do tempo de
lambidas, sacudidas e leves mordidas na pata traseira esquerda do animal quando comparado com o controle
negativo. O teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey como post test. Média = E.P.M. (n= 6 para cada
grupo). “%p<0,001 em relago ao controle e “"p<0,001 em relacéo ao fator 2,5 mg/kg.



53

O naloxone, na dose de 5mg/Kg, foi administrado por via i.p. 20 minutos antes do
fator Cdc 10mg/Kg (35,5 = 7,1) e da morfina 5mg/Kg (11,67 = 5,54), bloqueando
significativamente os efeitos antinociceptivos de ambos (fator Cdc (132,6 + 6,6); morfina
(102,0 + 10,39)) (Figura 21).

180 —

150

120 —

Tempo de lambidas (s)
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Controles F-10mg/kg F10+Nal-5mg/kg M-5mg/kg M5+Nal-5mg/kg

Tratamentos

Figura 21 — Efeito do Naloxone na atividade antinociceptiva do Fator Cdc no teste da formalina — fase 1. O
Naloxone foi administrado i.p. 20 min antes do controle (veiculo), do fator Cdc (F) (10 mg/kg) e da morfina (M)
(5mg/kg), que foram administrados i.v. 5 min antes do teste da formalina subplantar 4%. A atividade
antinociceptiva do fator Cdc foi avaliada pela redugéo do tempo de lambidas, sacudidas e leves mordidas na pata
traseira esquerda do animal quando comparado com o controle negativo. O teste estatistico utilizado foi ANOVA
e Tukey como post test. Média + E.P.M. (n= 6 para cada grupo). ~p<0,001 em relacéo ao controle , “"p<0,001
em relagdo ao fator 10 mg/kg e “"%p<0,001 em relacéo a morfina 5 mg/kg.
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5.3.2. FASE 2

O fator Cdc, quando administrado nas doses de 1 mg/Kg (116,0 = 6,14); 5 mg/Kg
(47,25 £ 2,9) e 10 mg/Kg (20,67 £ 6,2), por via i.v., inibiu de forma significativa, na fase 2, o
tempo de lambidas e/ou leves mordidas na pata injetada em relagdo ao controle negativo
(175,7 £ 12,51). A morfina foi administrada na dose de 5mg/Kg (2,17 + 1,37), por via i.v.,
como controle positivo, diminuindo também de forma significativa o tempo de reacdo em
relacdo ao controle negativo (Figura 22). O fator Cdc foi, aproximadamente, 170% mais

potente que a morfina, quando comparados mol a mol.
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Tratamentos

Figura 22 — Atividade antinociceptiva do Fator Cdc no teste da formalina — fase 2. O controle (veiculo), o
fator Cdc (F) (1; 5 e 10 mg/kg) e a morfina (M) (5mg/kg) foram administrados i.v. 5 min antes do teste da
formalina subplantar 4%. A atividade antinociceptiva do fator Cdc foi avaliada pela reducdo do tempo de
lambidas, sacudidas e leves mordidas na pata traseira esquerda do animal quando comparado com o controle
negativo. O teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey como post test. Média = E.P.M. (n= 6 para cada
grupo). “*?p<0,001 em relagdo ao controle, “?p<0,01 em relacdo ao controle, “"p<0,001 em relag&o ao fator 10
mg/kg e "p<0,05 em relacdo ao fator 1 mg/kg.
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O naloxone, na dose de 5mg/Kg, foi administrado por via i.p. 20 minutos antes do
fator Cdc 10mg/Kg (20,67 £+ 6,2) e da morfina 5mg/Kg (2,17 = 1,37), bloqueando
significativamente os efeitos antinociceptivos de ambos (fator Cdc (91,33 £ 5,16); morfina
(83,5 £ 6,34)) (Figura 23).
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Figura 23 — Efeito do Naloxone na atividade antinociceptiva do Fator Cdc no teste da formalina — fase 2. O
Naloxone foi administrado i.p. 20 min antes do controle (veiculo), do fator Cdc (F) (10 mg/kg) e da morfina (M)
(5mg/kg), que foram administrados i.v. 5 min antes do teste da formalina subplantar 4%. A atividade
antinociceptiva do fator Cdc foi avaliada pela redugdo do tempo de lambidas, sacudidas e leves mordidas na pata
traseira esquerda do animal quando comparado com o controle negativo. O teste estatistico utilizado foi ANOVA
e Tukey como post test. Média + E.P.M. (n= 6 para cada grupo). ~p<0,001 em relac&o ao controle , “’p<0,01
em relagdo ao fator 10 mg/kg e “p<0,01 em relagdo a morfina 5 mg/kg.
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5.4. TESTE DA PLACA QUENTE

O fator Cdc, quando administrado nas doses de 2,5 mg/Kg (7,55 + 0,64); 5 mg/Kg
(8,08 £ 0,9) e 10 mg/Kg (9,6 + 0,78), por via i.v., aumentou significantemente o tempo de
reacdo a dor em relacdo ao controle negativo (4,76 + 0,26). A morfina foi administrada na
dose de 5mg/Kg (13,23 + 1,13), por via i.v., como controle positivo, aumentando também de
forma significativa o tempo de reacdo a dor em relagcdo ao controle negativo (Figura 24).
Quando comparado, mol a mol, com a morfina, o fator foi aproximadamente 108% mais

potente.
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Figura 24 — Atividade antinociceptiva do Fator Cdc no teste da placa quente. O controle (veiculo), o fator
Cdc (F) (1; 2,5; 5 e 10 mg/kg) e a morfina (M) (5mg/kg) foram administrados intravenosamente (i.v.) 5 min
antes do teste da placa quente. A atividade antinociceptiva do fator Cdc foi avaliada pelo aumento do tempo de
reacdo do animal (sacudida, lambida e/ou pulo) na placa quente quando comparado com o controle negativo. O
teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey como post test. Média + E.P.M. (n= 6 para cada grupo).
“"2n<0,001 em relagdo ao controle, ~p<0,01 em relacdo ao controle e “*p<0,05 em relacéo ao fator 10mg/kg.
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O naloxone, na dose de 5mg/Kg, foi administrado por via i.p. 20 minutos antes do
fator Cdc 10mg/Kg (9,6 £ 0,78) e da morfina 5mg/Kg (13,23 = 1,13), bloqueando
significativamente os efeitos antinociceptivos de ambos (fator Cdc (5,33 £ 0,43); morfina
(6,18 £ 0,57)) (Figura 25).
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Figura 25 — Efeito do Naloxone na atividade antinociceptiva do Fator Cdc no teste da placa quente. O
Naloxone foi administrado i.p. 20 min antes do controle (veiculo), do fator Cdc (F) (10 mg/kg) e da morfina (M)
(5mg/kg) que foram administrados i.v. 5 min antes do teste da placa quente. A atividade antinociceptiva do
Fator (F) foi avaliada pelo aumento do tempo de rea¢do do animal (sacudida, lambida e/ou pulo) na placa quente
quando comparado com o controle negativo. O teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey como post test.
Média + E.P.M. (n= 6 para cada grupo). ~ 2p<0,001 em relagdo ao controle, “®p<0,001 em relacéo ao fator 10
mg/kg e “"p<0,001 em relagéo a morfina 5 mg/kg.
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5.5. TESTE DA RETIRADA DA CAUDA (Tail Flick): DETERMINACAO DA
ATIVIDADE ANALGESICA MEDULAR

O fator Cdc, nas doses de 1 mg/Kg (67,28 = 1,72); 2,5 mg/Kg (66,5 = 2,26); 5
mg/Kg (66,26 + 1,49) e 10 mg/Kg (66,05 £ 1,81), por via i.v., aumentou significantemente o
tempo de reacéo reflexa de retirada da cauda em relacdo ao controle negativo (51,15 £ 0,77).
A morfina foi administrada na dose de 5mg/Kg (70,0), por via i.v., como controle positivo,
aumentando também de forma significativa o tempo de reagdo reflexa de retirada da cauda em
relacdo ao controle negativo (Figura 26). Quando comparado, mol a mol, com a morfina, o

fator foi, aproximadamente, 153% mais potente.
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Figura 26 — Atividade antinociceptiva do Fator Cdc no teste da retirada da cauda (tail-flick). O controle
(veiculo), o fator Cdc (F) (1; 2,5; 5 e 10 mg/kg) e a morfina (M) (5mg/kg) foram administrados
intravenosamente (i.v.) 5 min antes do teste tail-flick. A atividade antinociceptiva do fator Cdc foi avaliada pelo
aumento do tempo de reacdo do animal (reflexo de retirada da cauda) no filamento aquecido do aparelho quando
comparado com o controle negativo. O teste estatistico utilizado foi ANOVA e Tukey como post test. Média +
E.P.M. (n= 6 para cada grupo). =~ p<0,001 em relagéo ao controle.
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O naloxone, na dose de 5mg/Kg, foi administrado por via i.p. 20 minutos antes do
fator Cdc 10mg/Kg (66,05 + 1,81) e da morfina 5mg/Kg (70,0), blogueando
significativamente os efeitos antinociceptivos de ambos (fator Cdc (55,9 + 2,5); morfina
(56,49 + 2,84)) (Figura 27).
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Figura 27 — Efeito do Naloxone na atividade antinociceptiva do Fator Cdc no teste da retirada da cauda
(tail-flick). O Naloxone foi administrado i.p. 20 min antes do controle (veiculo), do fator Cdc (F) (10 mg/kg) e
da morfina (M) (5mg/kg) que foram administrados i.v. 5 min antes do teste tail-flick. A atividade
antinociceptiva do Fator (F) foi avaliada pelo aumento do tempo de reacdo do animal (reflexo de retirada da
cauda) no filamento aquecido do aparelho quando comparado com o controle negativo. O teste estatistico
utilizado foi ANOVA e Tukey como post test. Média + E.P.M. (n= 6 para cada grupo). = p<0,001 em relagdo
ao controle, ""p<0,01 em relagéo ao fator 10 mg/kg e “"*p<0,01 em relagdo a morfina 5 mg/kg.
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56. ANALISE COMPORTAMENTAL DOS ANIMAIS (TOXICIDADE DO
FATOR Cdc)

Os resultados da andlise comportamental dos animais, ap6s a administracdo do
fator Cdc na maior dose (10mg/Kg), estdo apresentados na tabela a seguir (Tabela 02). As
atividades apresentadas foram alteradas apenas nos oito primeiros minutos apés a

administracdo do fator Cdc, desaparecendo ap0s esse tempo.
(-) : Corresponde as reacdes que ndo foram alteradas pelo fator Cdc.

TABELA 02 — Exame fisico e observacéo de animais em estudo de toxicidade — Resultados do Fator Cdc

REACOES ANALISADAS FATOR REACOES ANALISADAS FATOR
Cdc Cdc
Atividade Locomotora Resposta somatica
Reducédo ou aumento Leve  Aumento ou reducédo do Reducéo
reducdo comportamento de alisar-se
Saltos - Aumento ou reducgédo do Reducéo
comportamento de cogar-se
Reacdes bizarras Esfregando o nariz -
Movimentos de circo - Prostracao
Vaguear - Prostracéo -
Movimentos para tras - Perda da consciéncia -
Rodopiando - Tremores -
Lambendo as paredes do - Exoftalmia -
compartimento
Movimentos de pa com o nariz - Irritacéo nos olhos
Olhos vidrados - Opacidade dos olhos -
Movimentos circulares - Piscando excessivamente -
Fonacéo Reflexo da cornea
Aumento ou reducgéo - Ausente ou diminuido -
Fonagéo anormal - Fotofobia -
Sensibilidade ao som
Aumento ou reducdo - Defecacéo
Sensibilidade ao toque Aumento ou reducéo -
Aumento ou diminuicéo - Diarréia -
Interacg4o social Com sangue -
Aumento ou reducéo do Reducdo Miccao
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comportamento exploratério

Aumento ou reducéo do rearing Reducéo
Aumento da rapidez do rearing -
Reducéo da altura do rearing Reducéo
Cauda anormal

Cauda rigida ou flexivel Rigida
Sinal de Straub -

Comportamento agressivo

Aumento ou reducéo da -
agressividade a individuos da
mesma espécie

Aumento ou reducgéo da -
agressividade ao experimentador

Ataxia -
Convulsotes -
Paralisia -

Aumento ou reducgéo
Hematdria franca
Apnéia

Dispnéia
Respiracéo

Aumento ou diminuicéo da
velocidade da respiracao

Aumento ou diminuicdo da
profundidade da respiracédo

Respiracao irregular

Corrimento nasal

Cianose
Piloerecéo
Morte

Pequeno
Aumento




62

6. DISCUSSAO

H& muitas décadas o veneno das subespécies das serpentes C.d. tem sido estudado
guanto a sua atividade analgésica nas dores agudas e cronicas. Esses estudos foram iniciados
por Vital-Brazil, em 1934, que mostrou que o veneno da serpente C.d. terrrificus possui acao
analgésica. Essa acdo foi, anos mais tarde, confirmada por diversos autores e 0s estudos estdo
sendo até hoje aprofundados (GIORGI et al., 1993; MANCIN et al., 1998; PICOLO et al.,
1998, 2000, 2003; BRIGATTE, 2001; MOREIRA, 2003; PICOLO; CURY, 2004; LOPES,
2005; ZHANG et al, 2006; GOMES 2007; NOGUEIRA-NETO et al., 2008; KONNO et al.,
2008; GUTIERREZ et al., 2008).

Em continuidade aos estudos acima, mostramos pela primeira vez na literatura a
purificacdo total de um fator presente no veneno da subespécie C.d. colillineatus em um Unico
passo cromatografico e em escala preparativa, permitindo obter quantidades suficientes deste
composto para a realizacdo dos diversos ensaios para estudo de dores agudas in vivo. Sua
estrutura quimica foi parcialmente determinada através de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), apresentando peso molecular de 550 daltons, porém ainda estdo sendo realizados

estudos complementares para a elucidacdo da estrutura total deste fator Cdc.

O fator Cdc apresentou acdo analgesica periférica no teste de contorgdes
abdominais induzidas por acido acético, sendo, aproximadamente, 174% mais potente que a
morfina quando comparados mol a mol. Além disto, demonstramos a participacdo da via
opidide na sua atividade, visto que seu efeito foi antagonizado pela naloxona. De maneira
semelhante, Moreira (2003) demonstrou através do teste de contor¢Ges abdominais induzidas
por acido acético, que, tanto o veneno da C.d. collilineatus crotamina positivo quanto o
crotamina negativo, possuem atividade antinociceptiva, indicando a existéncia de outras
substancias, além da crotamina, envolvidas na analgesia periférica, mas ndo excluindo o papel
da crotamina. Confirmando este estudo, em 2005, Lopes isolou uma fragdo do veneno da C.d.
collilineatus com acdo analgeésica periferica, observando também que esta acdo era mediada
pelo sistema opidide, visto que foi bloqueada pelo uso de naloxona. Complementando, Gomes
(2007) aprofundou o estudo sobre o mecanismo de acéo da fracdo isolada do veneno da C.d.
collilineatus crotamina negativa e demonstrou que ela atua predominantemente em receptores

opioides periféricos do tipo k.



63

Estudos realizados com o veneno de outra subespécie, a C.d. terrrificus,
confirmaram o proposto por Vital-Brazil (1934), mostrando que peptidios de baixo peso
molecular, isolados do seu veneno, apresentaram atividade analgésica periférica, imitando as
endorfinas enddgenas, que foi evidenciada pelo teste de contor¢es abdominais induzidas por
acido acetico (Giorgi et al, 1993), sendo esta atividade antagonizada pela naloxona,
envolvendo, portanto, o sistema opidide (GIORGI et al., 1993; PICOLO et al., 2000;
BRIGATTE et al., 2001; PICOLO; CURY, 2004).

Curiosamente, Mancin et al (1998) sugeriram que a crotamina seria uma fracao
de alto peso molecular do veneno da C.d. terrificus responsdvel pela maior acdo
antinociceptiva, antagonizada pela naloxona, ja& que a mesma constitui cerca de 22% do
veneno total. Entretanto esses estudos ndo foram confirmados até a presente data por nenhum

grupo de pesquisa.

Ja em 2006, Zhang et al., mostraram que a neurotoxina isolada do veneno da C.d.
terrificus, a crotoxina, também apresentou atividade analgésica periférica, evidenciada pelo
teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético, mas esse efeito parece nédo

envolver a via opidide, pois ndo foi antagonizado pela naloxona.

Para avaliar a atividade analgésica de origem neurogénica e inflamatdria do fator
foi realizado o teste da formalina. Em ambas as fases do teste o fator diminuiu
significativamente o tempo de lambidas da pata injuriada em todas as doses testadas,
corroborando com os resultados obtidos no teste de contor¢bes. O fator foi 157% e 170%
mais potente que a morfina nas fases le 2, respectivamente. Ambos os efeitos foram
antagonizados pela naloxona, confirmando a participacdo da via opiodide na atividade do fator.
Resultados semelhantes foram obtidos por Nunes et al (2007, 2010), que demonstrou que 0
veneno da subespécie C.d. terrificus possui potente e duradoura atividade antiinflamatoéria no
modelo de inflamacdo induzido por carragenina em camundongo, e que a crotoxina é a

responsavel por esta atividade.

A atividade analgésica central do fator Cdc também foi evidenciada através do
teste da placa quente, que mostra uma agao central-cerebral, e do teste tail-flick, que mostra
uma acgdo central-medular. No teste da placa quente o fator Cdc apresentou um efeito
analgesico central-cerebral, que foi evidenciado pelo aumento do tempo de permanéncia do

animal sobre a placa quente, ou seja, aumento do tempo de reacdo do animal a um estimulo
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térmico. Também podemos mostrar que o fator Cdc, quando comparado mol a mol com a
morfina, foi aproximadamente 108% mais potente que esta no teste da placa quente. A
naloxona bloqueou o efeito do fator Cdc, evidenciando a participacdo da via opidide no seu

mecanismo de acao central.

Em trabalhos anteriores podemos observar que 0 veneno crotamina positivo
também possui acdo analgésica central-cerebral, que foi evidenciada através do teste da placa
guente (MOREIRA, 2003). Diferentemente, 0 veneno crotamina negativo, ndo possui acdo
central-cerebral (LOPES, 2005; GOMES, 2007), levando-nos a atribuir a acdo central deste
veneno a crotamina. A crotamina extraida do veneno de outra subespécie, a C. d. terrificus,
também apresentou acdo analgésica central-cerebral, sendo esta tempo-dose-dependente
(MANCIN et al., 1998). Giorgi et al. (1993), mostraram gue o0 veneno bruto da C. d. terrificus
também apresentou atividade analgésica central-cerebral, que foi evidenciada através do teste

da placa quente e esta acdo foi confirmada, anos mais tarde, por Picolo et al. (1998).

A participagdo da via opidide na atividade antinociceptiva central do veneno da
outra subespécie, C. d. terrificus, foi evidenciada também pelo uso da naloxona (GIORGI et
al., 1993). A naloxona, de maneira semelhante, antagonizou o efeito da crotamina extraida do
veneno da C. d. terrificus, indicando a participacdo da via opidide no mecanismo de agéo
desta (MANCIN et al., 1998). Por outro lado, Zhang et al. (2006), mostraram que a crotoxina
isolada do veneno da C.d. terrificus, apesar de apresentar atividade analgésica central, esse

efeito parece ndo envolver a via opidide, pois ndo foi antagonizado pela naloxona.

Em 2008, Konno et al descobriram um novo peptidio, isolado do veneno da
subespécie C.d. terrificus, que possui uma potente e duradoura atividade analgésica na
hiperalgesia induzida pela administracdo de carragenina ou prostaglandina, bem como na dor
neuropdtica induzida por constricdo do nervo ciatico em ratos (GUTIERREZ et al. 2008).
Também foi mostrado que a crotalfina possui atividade central cerebral (avaliada pelo teste da
placa quente), mas ndo possui atividade central medular, pois néo alterou o reflexo de retirada
da cauda do animal, ou seja, ndo aumentou o tempo de reacdo do animal no teste do tail-flick
(KONNO et al., 2008). Foi evidenciado, que a atividade antinociceptiva da crotalfina é
mediada pela ativacdo de receptores opidides (GUTIERREZ et al., 2008; KONNO et al.,
2008) e que estes sdo dos tipos k e & no modelo de hiperalgesia induzida por prostaglandina e
carragenina (KONNO et al., 2008).
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No teste do tail-flick, o fator Cdc alterou significativamente a resposta reflexa do
animal, ou seja, aumentou a temperatura em que o animal reagiu ao estimulo térmico em
todas as doses testadas, apresentando um efeito tudo ou nada, com alguns poucos animais
respondendo rapidamente ao estimulo (iguais ao controle) e a maioria sem resposta (cut off).
Este mesmo efeito foi observado por D'Amour; Smith (1941) na atividade analgésica da
morfina no teste tail-flick e, da mesma maneira que o fator, ocorreu uma resposta tudo ou

nada, independente da dose. A razdo deste fendbmeno ainda néo foi elucidada.

Diferente dos dados encontrados no nosso estudo, Moreira (2003) mostrou que
tanto o veneno de C.d. colillineatus crotamina positivo quanto o crotamina negativo ndo
possuem atividade antinociceptiva medular, pois ndo alteraram o reflexo de retirada da cauda
dos animais. Como o fator Cdc possivelmente é apenas um dos componentes antinociceptivos
do veneno, ele poderia estar em menor concentracdo que os demais, podendo explicar a

auséncia de efeito medular de fragbes ndo purificadas.

Nos estudos com o veneno de outra subespécie, C. d. terrificus, foi demonstrado
gue este também ndo possui acdo medular, pois ndo alterou a resposta reflexa dos animais
(PICOLO et al., 1998), assim como a crotalfina, um peptidio com atividade analgésica
isolado do veneno da C. d. terrificus (KONNO et al., 2008).

Podemos observar também que o fator Cdc, quando comparado mol a mol com a
morfina, é aproximadamente 153% mais potente que esta no teste do tail-flick. A naloxona
bloqueou o efeito do fator Cdc, confirmando a participacdo da via opidide no seu mecanismo

de acdo central.

O fator Cdc apresentou poucas alteracdes comportamentais, sendo estas rapidas e
leves, avaliadas pela tabela de Loomis. Esses resultados nos levam a crer na baixa toxicidade

aguda in vivo do fator Cdc, apesar de agir no SNC.

As drogas que atuam no SNC estdo entre as primeiras que foram descobertas e
ainda estdo entre o grupo de compostos farmacoldgicos mais amplamente utilizados
(KATZUNG, 2003). Ha mais de cem anos a morfina é conhecida por sua eficacia no alivio da
dor intensa, e ainda hoje é muito utilizada na clinica para o tratamento da maioria das dores
agudas e crénicas, sendo menos eficaz na dor neuropéatica. Além de ser antinociceptiva, a
morfina também diminui o componente emocional da dor, refletindo sua acdo supra-espinhal

provavelmente ao nivel do sistema limbico. Os efeitos mais importantes da morfina ocorrem
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no SNC e no trato gastrintestinal, porém ja foram descritos varios efeitos menos significantes
em outros sistemas (RANG et al, 2008)

Entretanto, a morfina possui muitos efeitos colaterais sendo os principais a
depressao respiratdria e a constipacao. Outros efeitos farmacoldgicos da morfina séo: euforia,
sedacdo, nduseas e vomitos, miose, constricdo brénquica, hipotensdo, espasmos dos ureteres,
da bexiga e do utero. A morfina também leva a tolerdncia e dependéncia fisica. A tolerancia
se estende a maioria dos seus efeitos farmacoldgicos, incluindo analgesia, euforia e depressao
respiratoria. A dependéncia fisica é caracterizada pela sindrome de abstinéncia, que pode
durar dias ou semanas, com sintomas de agitacdo, coriza, diarréia, tremores e piloerecao
(RANG et al, 2008).

Esse conjunto de efeitos colaterais adversos da morfina torna complicado o seu
uso clinico, evidenciando a necessidade da descoberta de novos analgésicos que atuem nos

diversos tipos de dores mais especificamente e com menos efeitos colaterais.

A partir da elucidacdo total da estrutura quimica do fator, poderemos dispor de
um novo modelo de substancia opidide que podera se constituir em importante ferramenta
para a descoberta de novos farmacos que possam atuar em diversos tipos de dores e que

possuam menos efeitos colaterais.
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7. CONCLUSOES

1. Um novo fator antinociceptivo foi totalmente purificado do veneno da Crotalus

durissus colillineatus;

2. O fator apresentou atividades antinociceptivas periférica e central (medular e
cerebral), demonstradas pelos resultados obtidos nos testes de contor¢des abdominais,

tail-flick e placa quente;

3. O fator apresentou atividades antinociceptivas neurogénica e inflamatoria,
demonstradas pelos resultados obtidos nas fases 1 e 2 do teste da formalina,

respectivamente;

4. O bloqueio dos efeitos antinociceptivos do fator pela naloxona, em todos os testes

utilizados, sugere um envolvimento do sistema opidide em seu mecanismo de acéo;

5. Quando comparado com a morfina, o fator foi, mol a mol, mais potente em todos 0s

testes realizados.

6. A elucidacdo total da estrutura quimica do fator abrird perspectivas para 0
desenvolvimento de um novo modelo de substancia opidide que, no futuro, podera se
constituir em importante ferramenta para a descoberta de novos farmacos que possam

atuar em diversos tipos de dores.
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