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“Acima dos que saltam

ha os que voam.” (Desconhecido)

“Todas as substancias sdo venenos, ndao
existe uma que ndo seja veneno. A dose certa
diferencia um veneno de um remédio.”

(Paracelso)



RESUMO

Ulceras cutdneas sdo eventos traumaticos que rompem a integridade da pele e causam
problemas para o organismo, podendo leva-lo até a morte. O processo cicatricial ¢ dividido
em 4 fases (homeostasia, inflamacao, proliferacdo e remodelagdo) que buscam restaurar a area
ulcerada, deixando uma cicatriz esteticamente satisfatoria. A dor ¢ um elemento presente
durante quase todo o processo de cicatrizagdo e por isso ¢ um dos sintomas clinicos mais
estudados. O uso de anti-inflamatorios para combaté-la ¢ bem disseminado, entretanto seus
efeitos colaterais ainda causam muitos danos aos pacientes que se submetem a tratamentos de
médio a longo prazo, o que resultou no crescimento do estudo de compostos alternativos
encontrados na natureza. Dinoponera quadriceps (Hymenoptera, Formicidae, Ponerinae) ¢
um formiga-gigante, endémica da regido nordeste do Brasil, que produz um veneno
proteindceo cujas propriedades antinociceptivas ja foram comprovadas. Sabendo disso, o
presente trabalho buscou avaliar a sua agdo analgésica no tratamento de tlceras cutaneas, bem
como acdo anti-inflamatdria. O veneno de D. quadriceps (DqQV) inibiu a hipernocicep¢do no
teste de Von Frey nos tempos 0.5 h (277,6 + 21,9 g vs. salina: 61,7 + 11 g); 1 h (269,9 + 23,7
g vs. salina: 71,2 £ 13,3 g); 6 h (285,8 £ 17,4 g vs. salina: 107 £ 17,9 g); 12 h (285,9+492 ¢
vs. salina: 55,6 £ 15,2 g); 24 h (317,5 £ 37,4 g vs. salina: 63,2 £ 19,9 g); e 48 h (325,65+ 16 ¢
vs. salina: 77 + 22,4 g). A avalia¢do do infiltrado de células polimorfonucleares através da
analise histologica também mostrou uma reducao significativa durante os tempos tempos 0,5
h (31 £+ 8,66 PMN) e 6 h (30 + 9,16 PMN) quando comparado a salina nos mesmo tempos (88
+ 9,07 PMN; 84,33 + 20,57 PMN). Conclui-se que o veneno de D. quadriceps tem

propriedade antinociceptiva capaz de alterar estados hipernociceptivos.

Palavras-chave: Dinoponera quadriceps, veneno, inflamagao, efeito antinociceptivo.



ABSTRACT
Cutaneous wounds are traumatic events that break the skin’s integrity and cause problems for
the body, even leading to death. Wound healing is a process divided into 4 phases
(homeostasis, inflammation, proliferation and remodeling) seeking to restore the ulcerated
area, leaving an aesthetically satisfactory scar in place. Pain is an element often present
throughout the healing process and is, therefore, one of the most studied clinical symptoms.
The use of anti-inflammatory drugs to battle it is very widespread, but its side effects still
cause a lot of harm to patients undergoing medium to long-term treatments. The study of
alternative compounds found in nature has been growing in recent years. Dinoponera
quadriceps (Hymenoptera, Formicidae, Ponerinae) is a giant ant, endemic to the northeastern
region of Brazil, that produces a proteinaceous venom whose antinociceptive properties have
been proved. Thus, the present study evaluated the analgesic action of the venom in the
treatment of cutaneous wounds, as well its anti-inflammatory action. The venom of D.
quadriceps (DqV) inhibited hypernociception on the Von Frey test on the following periods:
0.5 hr (277.6 £ 21.9 g vs. saline: 61.7 = 11 g); 1 hour (269.9 + 23.7 g vs. saline: 71.2 £ 13.3
g); 6 hr (285.8 £ 17.4 g vs. saline: 107 £ 17.9 g); 12 hour (285.9 = 49.2 g vs. saline: 55.6 =
15.2 g); 24 hr (317.5 = 37.4 g vs. saline: 63.2 £ 19.9 g); and 48 hr (325.65 £ 16 g vs. saline:
77 + 22.4 g). The evaluation of polimorfonuclear cells infiltration by histological analysis also
showed a significant reduction during 0.5 hr (31 £ 8.66 PMN) and 6 hr (30 + 9.16 PMN)
when compared to saline in the same times (88 PMN + 9.07; 84.33 £ 20.57 PMN). We

conclude that D. quadriceps’s venom has antinociceptive property.

Keywords: Dinoponera quadriceps, venom, inflammation, antinociceptive effect
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AMPc Adenosina monofosfato ciclico
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ERO Espécie reativa de oxigénio

IL-1 Interleucina-1

IL-8 Interleucina-8

MMP Metaloproteinases de matriz

NO Oxido nitrico

OH" Radical hidroxila

PDGF Fator de crescimento derivado de plaquetas
PG Prostaglandinas

PKA Proteina cinase A

PKC Proteina cinase C

PMN Polimorfonucleadas

SNC Sistema nervoso central

SNP Sistema nervoso periférico

TGF-a Fator de crescimento transformador alfa
TGF-p Fator de crescimento transformador beta
TNF-a Fator de necrose tumoral alfa

VEGF Fator de crescimento vascular derivado do endotélio
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1 INTRODUCAO

Ulceras cutineas sdo eventos traumaticos que desestabilizam a integridade da primeira
barreira de defesa do corpo: a pele. A perda desta integridade gera danos ao organismo,
podendo leva-lo até mesmo a morte (KONDO; ISHIDA, 2010). Uma tlcera cutanea gera uma
inflamagdo no organismo e este passa por varias etapas até que a integridade seja
reestabelecida. O processo cicatricial envolve 4 fases que se sobrepdem: homeostase,
inflamacao, proliferacdo e remodelagdo, resultando na formagdo de uma cicatriz (HARPER;
YOUNG; MCNAUGHT, 2011).

A cicatrizagdo de feridas causa um grande desconforto ao paciente por ser um processo
que envolve a liberagdo de mediadores da dor, especialmente durante a fase inflamatoria
(SAKATA; ISSY, 2004). Esses mediadores sdo substancias que sensibilizam neurdnios
periféricos, deixando-os mais responsivos inclusive a estimulos ndo-nocivos, causando um
fenomeno conhecido por hipernocicep¢do (TEIXEIRA, 2009). Para minimizar a dor, sdo
empregadas diversos fdrmacos, entre elas os antiinflamatorios, que agem bloqueando a acdo
da enzima ciclooxigenase. Entretanto, efeitos colaterais associados a essas drogas instigam a
busca por alternativas menos prejudiciais para outros sistemas do corpo (SAKATA; ISSY;
2004b).

O estudo de produtos de origem animal ou vegetal que possam ser empregados na
industria farmacéutica ¢ um campo que vem crescendo nos ultimos 15 anos. A diversidade da
fauna e flora ao redor do mundo estimula pesquisadores a buscar alternativas para os
compostos ja utilizados. Dentro dessa perspectiva, a variedade de insetos ja descrita como
sendo utilizada no tratamento de doengas diversas por comunidades tradicionais, induzem
pesquisas para confirmacao do uso popular destas substancias (COSTA NETO, 2005).

Dinoponera quadriceps (Hymenoptera, Formicidae, Ponerinae) ¢ uma formiga
primitiva, endémica da regido nordeste do Brasil, cujo veneno possui propriedades
antinociceptivas no tratamento de edema gerado por estimulos quimicos (VASCONCELLOS
et al., 2006; SOUSA et al., 2012). O género Dinoponera ¢ empregado na medicina tradicional
no tratamento de dor de ouvido (COSTA NETO, 2011), dor nas costas ¢ reumatismo
(COSTA NETO; RAMOS-ELORDUY; MORENO, 2006). Seu veneno apresenta constituicao
proteica e a atividade dessas moléculas parece ser o que confere ao veneno sua propriedade
analgésica (SOUSA et al., 2012).

Deste modo, a auséncia de trabalhos que investiguem o efeito do veneno frente a um
estimulo traumatico, seu uso popular estabelecido, assim como a busca por novas moléculas

capazes de atuar como substitutas aos tratamentos atuais justificam a investigacdo, no



14

presente estudo, da atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva como tratamento para

ulceras cutineas traumaticas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ulceras cuténeas e cicatrizacio

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano e a primeira barreira contra organismos
invasores e outras ameagas do meio ambiente. A perda da integridade destas barreiras por
meio de cortes ou ulceras pode levar o organismo a enfrentar graves problemas e até mesmo a
morte (KONDO; ISHIDA, 2010).

Logo apo6s a abertura da tulcera, seja por acidente ou como consequéncia de uma doenca,
da-se inicio ao processo de cicatrizagdo dessa ferida. A cicatrizagdo ¢ um processo complexo,
embora muito bem orquestrado que envolve a organizacao celular, os sinais quimicos e a
participagdo de componentes da matriz extracelular com o objetivo de reparar o tecido
danificado (SINGER; CLARK, 1999).

O tratamento de feridas tem por objetivos buscar o fechamento rapido da tlcera e deixar
o tecido danificado com uma cicatriz esteticamente satisfatéria e funcional (SINGER;
CLARK, 1999), sendo grande importancia para a medicina, para a economia € para o bem-
estar de um paciente. Estima-se que o gasto anual por conta de problemas relacionados a
feridas, nos Estados Unidos, seja de 1 bilhdo de délares (HUNT; HOPF; UENO, 2006).

O processo fisiologico que envolve a cicatrizagdo de feridas ¢ dividido em 4 fases que
se sobrepdem no curso temporal: homeostase, inflamacao, proliferacdo e remodelacao (Figura
1) (HARPER; YOUNG; MCNAUGHT, 2011). Caso haja um retardo ou falha em alguma
dessas etapas, a cicatrizagdo pode ser prolongada, causando intenso desconforto para o
paciente, podendo resultar em tUlceras cronicas, cicatrizes esteticamente desagradaveis, ou
mesmo no nao fechamento da ferida (DIEGELMANN; EVANS, 2004).

A primeira fase — homeostase — ¢ estabelecida a partir da constricdo de vasos
danificados imediatamente apds a abertura da tlcera, para evitar o sangramento excessivo. Os
resultados dessa vasoconstri¢ao sdo a hipdxia e a acidose tecidual. Essas condi¢des favorecem
a formagdo de oOxido nitrico (NO), adenosina e outros metabolitos vasoativos, que, em
conjunto com a histamina — liberada pelos mastocitos — promovem uma vasodilatacao,
permitindo que outros elementos celulares e plaquetas alcancem o local lesado (MEHTA;

MALIK, 2006; HARPER, D YOUNG, A MCNAUGHT, 2011).



16

FERIDA

!

HOMEOSTASE

v
INFLAMACAO \
v

- ANGIOGENESE o AD ALK I
RE-EPITELIZACAO 2 REPARACAC DO
¥ TECIDO CONJUNTIVO
TECIDO DE ¢
GRANULAGCAO

! CONTRACAO DA EERIDA
REMODELACAO —

FERIDA CURADA
Figura 1 - Processo classico de cicatriza¢do (modificado Enoch et al., 2009).

A primeira fase — homeostase — ¢ estabelecida a partir da constricdo de vasos
danificados imediatamente apds a abertura da tlcera, para evitar o sangramento excessivo. Os
resultados dessa vasoconstri¢ao sdo a hipdxia e a acidose tecidual. Essas condi¢des favorecem
a formagdo de oOxido nitrico (NO), adenosina e outros metabolitos vasoativos, que, em
conjunto com a histamina — liberada pelos mastocitos — promovem uma vasodilatacao,
permitindo que outros elementos celulares e plaquetas alcancem o local lesado (MEHTA;
MALIK, 2006; HARPER, D.; YOUNG, A.; MCNAUGHT, 2011).

As plaquetas, ativadas pela trombina, sofrem degranulacdo, liberando diversos
mediadores — fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento
transformador alfa e beta (TGF-a e TGF-p), fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator de
crescimento vascular (VEGF) — (TONNESEN; FENG; CLARK, 2000) e comecam a aderir
umas as outras e ao coldgeno exposto pela injuria, formando um tampdo plaquetario que
temporariamente contera o sangramento (HARPER; YOUNG; MCNAUGHT, 2011). Aliado
a isso ha a formacao de um tampao de fibrina, oriundo da ativag¢do da cascata de coagulagdo e
do sistema complemento. Além do tampao, a cascata, a ativacdo do sistema complemento e a

degranulacdo das plaquetas liberam mediadores vasoativos e substincias quimiotaticas que
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atuam no recrutamento de células inflamatorias — neutrofilos e macréfagos — para o local da
ferida (CLARK, 1996).

Na fase inflamatoria aguda ocorre um aumento da permeabilidade vascular o que causa
a exsudacdo de plasma rico em proteinas para o tecido extravascular, causando edema. Nesse
exsudato proteico encontramos neutréfilos, que alcangcam rapidamente a tilcera — 1 hora apds
a injiria — e comegam a eliminar patdogenos e restos celulares destruidos como consequéncia
da ulcera. Neutrofilos sdo capazes de: (1) realizar fagocitose; (2) sofrer degranulagdo e liberar
uma variedade de substincias tdxicas — proteases, catepsina e lactoferrina (HARPER, D.;
YOUNG, A.; MCNAUGHT, 2011; MEHTA; MALIK, 2006).

Macréfagos também alcangam rapidamente o local da ferida, atraidos por mensageiros
quimicos liberados por plaquetas e células danificadas, mas o seu pico de concentragdo ¢
entre 48-72 horas ap0s a injuria. Eles contém um reservatdrio de fatores de crescimento, como
TGF-B e EGF, ambos importantes na regulagdo da resposta inflamatdria, no estimulo a
formagdo de novos vasos — angiogénese — e no estimulo a formacao do tecido de granulagdo
(HARPER; YOUNG; MCNAUGHT, 2011).

Durante a fase aguda a inflamagao também sdo produzidas pelos macréfagos ativados e
neutrdfilos as espécies reativas de oxigénio (EROs) e as espécies reativas de nitrogénio
(ERNSs), que sdo poderosas moléculas oxidantes, tais como: NO, superdxido (O;"), peroxido
de hidrogénio (H,0O,), radical hidroxila (OH"), entre outros. Essas moléculas possuem fung¢ao
dupla e antagonica: ajudam a combater patdogenos que invadem o sitio da ulcera durante a
inflamacdo aguda, mas na inflamag¢do cronica causam danos ao DNA, ocasionando mutacdes
permanentes que podem levar até mesmo ao surgimento de tumores (FIALKOW et al., 2007;
KHANSARI et al., 2009).

A fase inflamatoria persistira o tempo que for necessario, assegurando que o excesso de
patdgenos e de restos celulares seja removido da tlcera.

Seguinte a fase inflamatdria, hd a fase proliferativa, que consiste na recuperagdo do
tecido lesado através da angiogénese, da formacao do tecido de granulagdo, da deposi¢ao de
colageno, da re-epitelizacio e da retracdo da ferida. Todas estas etapas ocorrem
simultanecamente (HARPER; YOUNG; MCNAUGHT, 2011).

A partir das margens da lesdo e com a liberagdo local continua por macrofagos de
fatores de crescimento, células epidérmicas infiltram o local da tlcera e comegam a proliferar,
iniciando o processo de re-epitelizagdo e formacao do tecido de granulagdo. Para manter esses
dois eventos € necessario que exista uma rede de vasos que possam fornecer oxigénio e

nutrientes para as células (SINGER; CLARK, 1999).
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A angiogénese comeca a partir do momento em que ¢ formado o tampao homeostatico.
Em resposta a hipoxia, VEGF ¢ liberado e, em conjunto com outras citocinas, estimula as
células endoteliais a iniciar o processo de neovascularizagdo e reparo dos vasos sanguineos
danificados (HARPER; YOUNG; MCNAUGHT, 2011). Para garantir que 0s novos vasos se
formardo no tecido em regeneragdo a partir de vasos pré-existentes, metaloproteinases da
matriz (MMPs) atuam na degradacdo da matriz extracelular existente danificada com a injuria
(SIEFERT; SARKAR, 2012). As MMPs sao secretadas por macrofagos, células da epiderme,
células endoteliais e fibroblastos e também atuam na degradagdo do coldgeno na etapa de
remodelagdo (MIGNATTI et al., 1996). A producdo de novos vasos a partir de vasos pré-
existentes ¢ também acompanhada por um aumento na permeabilidade vascular.

A formacdo do tecido de granulacdo precede a formagdo de uma nova matriz
extracelular e ¢ realizada pelos fibroblastos. Esse tecido comeca a preencher o espaco da
ulcera apés, aproximadamente, 4 dias. Fibroblastos comeg¢am a proliferar estimulados por
fatores de crescimento — principalmente TGF-B e PDGF — liberados pelo tampao hemostatico.
Entre 0 2° e o 3° dia a ferida se torna rica em fibroblastos, que come¢am a produzir
fibronectina, proteoglicanos, acido hialurénico e coldgeno — componentes da matriz
extracelular. Gradualmente, o tampdo vai sendo substituido por um tecido fibroso inflamado,
réseo e vascularizado, composto principalmente de colageno tipo 3, sendo chamado de tecido
de granulagdo (ENOCH et al., 2008; HARPER, D.; YOUNG, A.; MCNAUGHT, 2011).

A remodelacdo ¢ a ultima fase do processo de cicatrizagdo e pode se estender por longo
periodo, chegando até a 2 anos para reorganizacdo completa da arquitetura celular e
maturacdo do tecido cicatricial (HARPER; YOUNG; MCNAUGHT, 2011). Nessa etapa,
fibroblastos j& formaram matriz suficiente e se diferenciam em miofibroblastos, que conectam
fibronectina ao colageno, auxiliando na contragdo da ulcera. Os vasos formados no tecido de
granulagdo, as células inflamatorias e os fibroblastos vao desaparecendo gradualmente por
meio de apoptose, emigracdo ou outros mecanismos ainda ndo conhecidos de morte celular.
Ao final desse processo, tém-se a formagdo de uma cicatriz paucicelular. Entretanto, se a
populacdo celular, especialmente a de fibroblastos, permanecer no local recuperado, pode
haver a formacdo de cicatrizes hipertroficas e de queloides (ARNOLD; WEST, 1991;
SINGER; CLARK, 1999).

2.2. Dor e nocicep¢io
A dor ¢ definida pela Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como

“experiéncia sensitiva e emocional decorrente ou descrita em termos de lesdes teciduais reais
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ou potenciais”. Ela é uma experiéncia vivenciada por quase todos os seres humanos e
constitui-se em um importante instrumento de protecdo contra estimulos polimodais —
mecanicos, quimicos ou térmicos — nocivos, além de sensibilizar sistemas que protegem o
individuo contra futuras lesdes e estabelecer situacdes com limiares especificos e organizados
(TEIXEIRA, 2009).

O primeiro passo que da origem ao fendmeno sensitivo doloroso ¢ a transformagao de
estimulos quimicos (substancias como bradicinina, prostaglandinas, capsaicina, entre outras),
mecanicos (pressao) ou térmicos (calor ou frio) em potenciais de agdo que serdo transmitidos
dos neurdnios aferentes primarios para as fibras nervosas do sistema nervoso periférico (SNP)
e para o sistema nervoso central (SNC) e reconhecidos como nociceptivos quando excedem o
limiar neuronal (TEIXEIRA, 2009).

Sherrington (1906) propds a existéncia do nociceptor, hoje conhecido como uma
terminagdo nervosa livre sem estruturas acessorias destinadas a transducdo do estimulo, cuja
ativacdo ocorre mediante a lesdo de um tecido (BALDO, 2013). Dessa forma, o emprego do
termo “nocicepcdo” € mais correto no que se refere ao reconhecimento de sinais dolorosos
pelo sistema nervoso, esquecendo-se um pouco a parte “perceptiva” ou “‘psicologica”
(LOESER; MELZACK, 1999).

Nociceptores estdo espalhados por todo o corpo, inervando pele, musculaturas,
articulagdes e Orgdos internos e sdo os primeiros na cadeia de neurdnios responsaveis pela
percepcao da dor, sendo estimulados, principalmente, por lesdes teciduais. Os corpos
celulares dos nociceptores localizam-se nos ganglios da raiz dorsal, préximos a medula
espinhal, ou no ganglio trigeminal para inervagdo da face. Eles transmitem impulsos da
periferia para o corno dorsal da medula espinhal, onde a informagado ¢ processada através de
circuito sindptico e transmitida a diversas partes do cérebro (MESSLINGER, 1997; BALDO,
2013). Os nociceptores que recebem o estimulo e transmitem a informagdo ao cérebro sao
denominados neurdnios aferentes, que sdo classificados em trés grupos, de acordo com a
dimensao do corpo celular e seus axonios (TEIXEIRA, 2009):

a. Fibras C — de pequeno didmetro, amielinizadas, com velocidade de conducdo
entre 0,4-1,4 m/s e com alto limiar de ativacao, detectando seletivamente

estimulos nociceptivos;
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b. Fibras A-6 — de médio didmetro, levemente mielinizadas, com velocidade de
condugdo entre 25-50 m/s e limiar mais elevado de ativacao;

c. Fibras A-a e A-p — de grande didmetro, altamente mielinizadas, com
velocidade de condugdo elevada e baixo limite de ativacao.

Segundo Teixeira (2009) as fibras A-a e A-B transmitem informacgdes referentes a
estimulos ndo-nocivos, relacionados a receptores tateis como os de Merkel, os corpusculos de
Meissner e os foliculos pilosos. Os estimulos nociceptivos sdo veiculados ap6s uma lesdao
tecidual, sensibilizagdo dos mecanorreceptores por substancias inflamatorias ou alteracdes na
osmolaridade. As fibras A-d respondem a estimulos mecénicos intensos € medeiam a dor
primaria, descrita como uma picada e sendo bem delineada e rapidamente induzida. Ainda
segundo Teixeira (2009) as fibras C, por sua vez, respondem aos estimulos mecanicos,
térmicos e quimicos — sendo chamados de nociceptores polimodais — e sdo responsaveis por
mediar a dor secundaria ou alentecida, descrita como um sensagao difusa.

Quando provocada pelo processo inflamatorio, a dor ¢ resultante da agdo de mediadores
inflamatorios especificos, advindos do tecido danificado, nos neurdnios sensoriais
nociceptivos periféricos. Tais mediadores podem sensibilizar esses nociceptores e também
podem desencadear eles proprios a resposta dolorosa (CASTRO, 2011).

A dor ¢ percebida no cortex e no talamo, as regides finais das vias de nocicepcao, sendo
que o talamo funciona como um ponto de redistribuicdo e o cortex participa da discriminagao
e localizacdo do estimulo (MILLAN, 1999; 2002). O inicio dessa transmissdo ascendente da
nocicepcdo se da no corno central da medula espinhal, local onde os terminais centrais de
fibras aferentes terminam. O corno dorsal ¢ organizado em laminas, chamadas laminas de
Rexed. As fibras A-d terminam nas laminas I e V, enquanto as fibras C terminam nas ladminas
IT e II (Figura 2) (D’MELLO; DICKENSON, 2008). No corno dorsal, os nociceptores criam
conexdes sindpticas com interneurénios € neurdénios de segunda ordem (ou secundarios)
através de neutrotransmissores como o glutamato e a substancia P (BESSON, 1999; JULIUS;
BASBAUM, 2001).

Os neurodnios secunddrios seguem o seu trajeto nas areas laterais da medula espinal e
projetam-se ascendentemente para o tdlamo que possui células que se projetam para o cortex
somatossensorial do lobo parietal e para outras areas do cortex. A proje¢ao desses neurdnios a
partir do corno dorsal e ascendendo ao cortex e ao tdlamo forma os tratos que constituem as
vias ascendentes de condugdo da dor: trato neoespinotaldmico, paleoespinotalamico e
espinomesoencefalico (SOUSA, 2013). Além das vias ascendentes responsaveis pela

transmissao da dor, existem vias descendentes relacionadas com a modulagdo da dor. Essas
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vias se originam em varios niveis do encéfalo, nos tronco encefalico, hipotalamo, cortex e

talamo (MILLAN, 2002).

Fibra A5 . @

Figura 2 - Insercio das fibras nervosas aferentes no corno dorsal da medula espinal (Iaminas de Rexed)
(adaptado de Nestler et al., 2001).

Os mediadores quimicos envolvidos no estimulo ao nociceptor sdo diversos e muitos
também estdo implicados no processo inflamatério agudo, tais como NO, o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1-beta (IL-1p), bradicinina, prostaglandinas (SAKATA;
ISSY, 2004a).

A dor inflamatdria ¢ mediada por muitos desses mediadores envolvidos no estimulo ao
nociceptor. Eles sdo capazes de sensibilizar os nociceptores ou, também, desencadear a
propria resposta dolorosa. Eles desencadeiam modificagdes funcionais nos neurdnios
aferentes primarios nociceptivos, permitindo o surgimento da hiperalgesia inflamatoria
(HARDY et al, 1950). Esses mediadores sdo divididos em 2 grupos: hiperalgésicos
intermediarios e hiperalgésicos finais.

Os mediadores hiperalgésicos intermediarios (TNF-alfa; IL-1; IL-8; bradicinina) sdo
liberados no inicio e durante a inflamagdo e sdo responsaveis pela liberagdo de outros
mediadores do processo. Por outro lado, os mediadores hiperalgésicos finais (prostaglandinas,
prostaciclinas) sdo os que interagem diretamente com receptores especificos presentes na
membrana do nociceptor e modificam as vias de sinalizagdo intra celular (via segundos

mensageiros como: adenosina monofosfato ciclico — AMPc — e as proteinas quinases A —



22

PKA — e C — PKC), levando a célula nervosa a modificar o seu limiar de ativagdo, tornando-a
mais facilmente excitavel (FERREIRA; NAKAMURA, 1979; TAIWO et al., 1989; ALEY et
al., 2000). Os mediadores intermediarios e finais vao ativar as vias de sinalizagdo intracelular
neuronais, através de segundos mensageiros que atuam na modulagdo da atividade de canais
10nicos, iniciando os mecanismos periféricos neuronais da dor inflamatoria, responsaveis por
manter o individuo em um estado de hipernocicepcao (COUTAUX et al., 2005; FERREIRA
et al., 2009).

2.3. Terapias atuais no tratamento da dor

A dor pode ser tratada por diversos meios que busquem aliviar o desconforto de um
individuo. Esses meios podem ser farmacologicos ou ndo-farmacologicos, incluindo-se
tratamentos cirirgicos, anestesioldgicos, reabilitacdes, terapias educativas, psicoemocionais e
comportamentais (FERREIRA; TEIXEIRA, 2009), visto que a dor ¢ uma experiéncia
multidimensional e apresenta componentes psicologicos que, por vezes, fogem ao escopo da
terapia com farmacos.

O tratamento farmacologico da dor deve seguir orientagdes e diretrizes propostas por
sociedades, entidades de acredita¢do, organizagdes, entre outros (FERREIRA; TEIXEIRA,
2009). Apesar da medicina ter avangado na busca de terapias alternativas ao uso de fairmacos,
a sua administrag@o ainda ¢ o principal caminho para o tratamento da dor, seja ela aguda ou
cronica (OLIVEIRA, 2009).

No tratamento farmacoldgico da dor sdo utilizadas drogas analgésicas, medicamentos
que alteram a sensibilidade do nociceptor ao estimulo e as respostas reflexas associadas ao

estimulo nociceptivo (Tabela 1).
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Tabela 1 - Farmacos utilizados no tratamento da dor (adaptada de Oliveira, 2009)

Farmacologia da dor

1. Analgésicos
a. Anti-inflamatorios nao-esteroidais (AINES)
b. Opioides

Relaxantes musculares

Ansioliticos

Anticonvulsivantes

Antidepressivos

Anti-reumaticos

Corticoides

Antipsicoticos

B B Bl B

Anti-serotoninérgicos
10. Anestésicos locais

11. Outros

2.3.1 Anti-inflamatoérios nao-esteroidais (AINES)

Dentre os farmacos aplicados na terapia para dor, a classe mais utilizada ¢ a de AINES
— anti-inflamatdrios nao-esteroidais —, sendo caracterizados pelas propriedades analgésica e
anti-inflamatoéria moderada, antipirética, antitrombotica e de irritacdo e erosdo gastrica
(OLIVEIRA, 2009).

O mecanismo de acdo dessas drogas ¢ caracterizado pelo bloqueio da acdo da
ciclooxigenase (COX), uma enzima que atua na sintese de prostaglandinas (PGs) a partir do
acido araquidonico (Figura 3)(BOTTING, 2006). As prostaglandinas, como ja discutido, sdo
importantes mediadores quimicos da hipernocicep¢do na fase inflamatéria de uma lesdo
(LEES, 2003).

Existem duas isoformas bastante conhecidas da enzima ciclooxigenase: COX-1, dita
constitutiva e encontrada em quase todas as células, a excecao do eritrdcito, e COX-2, dita
indutiva por ter sua expressao ligada ao estimulo inflamatorio em células migratorias e nos
tecidos lesados. Essas enzimas desempenham papeis fisioldgicos distintos e sdo codificadas
por genes diferentes (HILARIO; TERRERI; LEN, 2006). Uma terceira isoforma, COX-3, foi
descrita recentemente (OLIVEIRA, 2009).
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Fosfolipideos
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Figura 3 - Sintese de prostaglandinas a partir do acido araquidonico (adaptado de Hilario et al., 2006).

A enzima COX-1 ¢ a mais envolvida em ag¢des fisiologicas tais como: prote¢ao gastrica
— pela producdo do muco gastrico e inibi¢do da secrecdo 4acida gastrica —, agregacdo
plaquetéaria, homeostase vascular e manuten¢do do fluxo renal. Farmacos que inibem essa
isoforma s3o responsdveis por causar lesdes gastricas, inibi¢do da coagulagdo e
nefrotoxicidade como efeitos colaterais (HILARIO; TERRERI; LEN, 2006).

Ja a COX-2 ¢ expressa principalmente face a um estimulo inflamatdrio e tem agdo mais
direta durante o processo de inflamagdo: sua expressdo ¢ induzida por citocinas pro-
inflamatoérias — IL-1, IL-2, TNFa — e isso faz com que PG sintetizadas via COX-2 —
principalmente PGE, — atuem aumentando a vasodilatacdo de arteriolas na area lesionada, a
permeabilidade vascular e potencializem as ac¢des de varios mediadores envolvidos na
hipernocicepgdo local, estimulando ainda mais os nociceptores (FAIRWEATHER et al.,
2015; LEES, 2003).

Os efeitos colaterais mais comuns relacionados a essas drogas sdo os que afetam os
sistemas gastrointestinal, renal, hematologico e hepatico. As PG possuem efeito citoprotetor e
quando sua produ¢do ¢ inibida, t€ém-se a ocorréncia de lesdes gastrointestinais — ulceras,
erosdo, hemorragia, perfuracio gastrica e duodenal. Ja no sistema renal, os efeitos deletérios
sdo observados na manutencdo da perfusdo e filtracdo glomerular: as PG desempenham
importante papel na fungdo renal, no fluxo sanguineo renal, na filtracdo glomerular, na

liberagdo de renina, no transporte de ions e na troca de 4gua. Nesse contexto, a administragdo
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de anti-inflamatorios diminui o fluxo sanguineo renal e provoca retengao de sédio (SAKATA;
ISSY, 2004b).

Os AINES podem atuar bloqueando ambas as ciclooxigenases ou serem seletivos para
COX-2, o que diminui os efeitos colaterais deletérios ao sistema gastrointestinal e renal

(FARQUHAR-SMITH, 2008).

2.4. Produtos naturais: alternativa possivel

A variedade de espécies fornece uma gama de produtos naturais que o homem vem
utilizando desde os primordios da humanidade para tratar diversos sintomas.

Dentre os grupos de animais com maior potencial de obten¢do de novas substancias
estdo os insetos. Utilizados em infusdes, macerados, cozidos, em emplastros e pomadas, esses
animais estdo presentes na medicina praticada por comunidades tradicionais em diversas
culturas (COSTA-NETO, 2005; SAJEM BETLU, 2013).

Inumeros insetos e suas substancias ja sdo reconhecidos popularmente como agentes
terapéuticos, especialmente aqueles da ordem Hymenoptera, que compreende abelhas, vespas
e formigas (COSTA NETO, 2011). Isso vem despertando o interesse de pesquisadores ao
redor do mundo e estudos j& apontam para a validagdo cientifica no que concerne ao uso
desses produtos (MERLO et al., 2011; MORTARI et al., 2007; SON et al., 2007).

O uso de venenos de vespa e abelha no tratamento da dor vem sendo estudado ha pelo
menos 15 anos (LEE et al.,, 2001; MORTARI et al., 2007). Entretanto, ndo ha um
significativo nimero de trabalhos comprovando o ja estabelecido uso popular de veneno de
formigas no combate a dor, mesmo sendo estas organismos bastante relacionados com os ja

previamente mencionados (SOUSA et al., 2012).

2.5. Dinoponera quadriceps e seu veneno

Formigas (Formicidae) sdo um grupo parte da ordem Hymenoptera, junto com outras
familias importantes de insetos, como Apidae (abelhas) e Vespidae (vespas) (GULLAN;
CRANSTON, 2010). Como uma das familias mais bem descritas da atualidade, as formigas
sdo organismos que vivem em colOnias com dezenas, centenas ou milhares de outros
individuos, sendo considerados insetos sociais € que apresentam uma hierarquia de trabalho,
onde as operarias sustentam as rainhas, que sdo, por sua vez, 0os organismos capazes de
reproduzir (WILSON, 1971).

A subfamilia Ponerinae ¢ caracterizada pela auséncia de rainhas em suas pequenas

colonias e por seu habito forrageador solitario (PEETERS, 1997; PEETERS; ITO, 2001).
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Dentro desta subfamilia estd o género Dinoponera, com seis espécies conhecidas (KEMPF,
1971). Elas estdo presentes na fauna de paises tropicais e sdo consideradas formigas-gigantes,
com seu tamanho variando de 3-4 cm. Como outros grupos dentro da subfamilia Ponerinae, as
formigas do género Dinoponera sao predadoras que se alimentam de outros insetos de porte
médio ou grande. Elas dominam suas presas por meio da sua ferroada que libera veneno
(ARAUJO; RODRIGUES, 2006).

Dinoponera quadriceps apresenta uma distribuicdo geografica muito restrita, sendo
encontrada, basicamente, no nordeste do Brasil, em diversos tipos de vegetacdo — caatinga,
cerrado, brejos de altitude (VASCONCELLOS et al., 2006).

O veneno de D. quadriceps (DqV) ainda tem seus efeitos relativamente desconhecidos.
Ele ¢ produzido na glandula de veneno, dentro dos tiibulos secretores e da glandula convoluta,
e armazenado em um reservatorio (MATHIAS, 2007). A picada da formiga e a injecdo do
veneno na pele causam uma reacdo inflamatoria classica, apresentando os 4 sinais cardinais
(rubor, calor, dor e edema), tendo portanto uma a¢ao pro-inflamatdéria quando administrado
por via local, como apresentado no trabalho de Sousa et al. (2012). Seu veneno ¢
principalmente proteico — 64,4% de proteinas — e testes comportamentais in vivo para avaliar
a nocicep¢do ja demonstraram que ele apresenta efeito antinociceptivo (SOUSA et al., 2012).
O componente proteico parece ser o responsavel pelo efeito antinociceptivo visto que, em
aplicagdes do veneno apos este passar por aquecimento a 100°C, sua atividade analgésica foi
abolida. Além disso, o veneno nao apresenta toxicidade a nivel celular, como demonstrado
por meio de cultura de macrofagos RAW 264.7 (SOUSA, 2013). Outros efeitos ja constatados
sdo: antimicrobiano (LIMA et al., 2014), pro e anticonvulsivante (NOGA et al., 2015),
neuroprotetor (via intraperitoneal), neurotoxico (via endovenosa) (LOPES et al., 2013), anti-
inflamatorio, anticoagulante e antiplaquetario (MADEIRA et al., 2015).

Os achados acerca da atuagdo do veneno na diminuicdo da dor levam a ideia de que
mediadores inflamatorios estejam sendo regulados por acdo deste e que seu efeito pro-
inflamatorio seja ligado a via de aplicagdo. Sustentada, ainda, por relatos de usos por
comunidades tradicionais no tratamento de dores diversas (COSTA-NETO, 2005), a
investigacdo das propriedades desse veneno se configura em algo de importancia consideravel

na busca por alternativas a terapéutica atual.
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2.6. Objetivos do estudo

Avaliar as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do veneno de Dinoponera
quadriceps em Ulceras cutaneas traumaticas em camundongos.

Objetivos especificos:

a) Avaliar o efeito do veneno em um modelo comportamental de nocicep¢ao em tulceras
cutineas traumaticas;

b) Avaliar o efeito do veneno sob a imunoexpressdo de fator de necrose tumoral alfa

(TNF-a) e parametros inflamatorios agudos em ulceras cutaneas traumaticas.
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3 METODOLOGIA

3.1. Coleta e manutencio de Dinoponera quadriceps

Colonias de D. quadriceps — individuos adultos e prole — foram coletadas na serra de
Maranguape-CE e levadas ao Laboratorio de Entomologia - Unidade Mimercologia
(LABENT) na Universidade Estadual do Ceard (UECE), em recipientes separados para cada
ninho escavado. No LABENT, cada ninho foi mantido em uma caixa de pléstico (63 cm x 42
cm e 12 cm de altura), com temperatura estavel de 30 + 2 °C e submetido a um ciclo 12/12 h
de luz/escuro. Em cada caixa, varios tubos de PVC (4 cm de diametro, 38 cm de
comprimento) de cor preta e fechados em uma das duas extremidades serviam como locais de
nidificagdo (Figura 3). As formigas foram alimentadas ad [libitum com porgdes de atum
comercial e larvas de Tenebrio molitor. Todas as coletas e o transporte de formigas foram
autorizadas pelo Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade/SISBIO

(autorizagdo n ° 28794-1 - em anexo).

o, .v"‘ §..- gy NI
Figura 4 - Ninho de D. quadriceps (foto por Beatriz Adjafre)
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3.2. Extraciao do veneno
Cada ninho (total = 4) foi submetido regularmente (a cada duas semanas) ao

processo de extracdo do veneno contido na glandula de veneno da formiga, durante 2 meses.
Esse processo consistia na contengdo fisica da formiga, na regido do toérax, com uma pinga
entomologica flexivel, seguida pela introdugdo do ferrdo da formiga em um tubo capilar
contendo tampdo acetato de amoénia (10mM, ph 6.8), para induzir a secrecdo de veneno
(Figura 4). Uma vez o capilar preenchido por veneno, este foi coletado com pipeta de 10 uL e
armazenado em tubos Eppendorf®, mantidos em gelo. Em seguida, DqV foi liofilizado e

conservado em freezer - 20 °C para posterior uso no tratamento das tlceras cutaneas.

Figura 5 - Extracio do veneno de D. quadriceps (cortesia do Dr. Yves Quinet)

3.3. Animais de experimentacio

Camundongos Swiss albinos fémeas (n=72), pesando entre 20 e 35 g, foram obtidos do
Biotério Central do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara (UFC) e mantidos na
sala de quarentena do Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas (ISCB) da Universidade
Estadual do Ceara (UECE), a 26 £ 2 °C com um ciclo 12/12 h de luz/escuro, recebendo agua
e ragdo ad libitum, nos dias antecedentes ao experimento. Esses animais permaneceram no
laboratério durante um periodo de adaptagdo de, pelo menos, uma hora antes dos testes e
foram manipulados de acordo com os Principios Eticos de Experimentagdo Animal aprovados
pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da UECE (CEUA-N° 1776865-2015 - em

anexo).
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3.4. Ulcera cutinea

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (i.p.) com cetamina 10%
(1,25mL/kg) e xilazina 2% (0,652mL/kg) diluidas em solugdo salina estéril (0,9% NaCl). Na
regido dorsal de cada camundongo foram feitas 2 ilceras cutaneas com um punch cirurgico de
8mm de diametro. Apds a ulcerag@o, os animais foram colocados em caixas individuais com
racdo e agua ad libitum para recuperacdo de 24 horas e posterior tratamento das feridas

durante 4 dias.

3.5. Grupos de tratamento
Os animais foram separados em 3 grupos. Cada animal recebeu tratamento diario, 1vez
por dia, durante 4 dias, de acordo com a tabela 2. Apo6s cada aplicagdo, nos tempos pré-

estabelecidos de 0.5, 1, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas, foi realizado o teste de Von Frey.

Tabela 2 - Esquema de tratamento dos camundongos

Grupo Numero de animais Tratamento

Salina 24 NaCl (0,9%); 50 pL/10 g de peso
corporal; via e.v.

Celecoxib 24 Celebra” diluido em NaCl 0,9%; 30
mg/kg; via i.p.

DqV 24 Veneno de D. quadriceps diluido em

NaCl 0,9%; 50 pL/ 10 g de peso

corporal; via endovenosa (e.v.)

3.6. Teste dos filamentos de Von Frey

Cada grupo recebeu seu tratamento 30 minutos antes da primeira avaliagdo diaria de
nocicepcao pelos filamentos de Von Frey: o teste consistiu em aplicar pressdo mecanica na
area imediatamente ao lado da éarea ulcerada. Esse estimulo era aplicado até que o animal
respondesse — movimento de fuga, guincho, ataque ao filamento. O valor mostrado no
transdutor de pressdo era, entdo, anotado e mais duas medigdes eram feitas. A média das trés
medicdes foi considerada uma unidade amostral de um animal. Esse procedimento foi
repetido em todos os animais, em tempos pré-estabelecidos de 30 minutos, 1 hora, 6 horas, 12
horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas ¢ 96 horas, totalizando 4 dias.

Os dados foram expressos como Média e Erro Padrao da Média (E.P.M.) das unidades

amostrais de cada tempo, para grupo de tratamento.
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3.7. Extracao da ulcera

Em cada um dos tempos pré-estabelecidos foram eutanasiados 3 animais por grupo, por
meio de deslocamento cervical. As ulceras foram retiradas em seguida com bisturi e tesoura
cirurgica. Seguindo a metodologia, as tlceras foram depositadas em um cassete histologico e
embebida em formol 10% para conservagdo em temperatura ambiente (26°C + 2°C) por 24
horas, quando foram colocadas em alcool 70%, permanecendo nessa solugdo até a elaboragao

da lamina histolégica.

3.7.1 Anadlise histologica
Apds o periodo de fixagdo, os fragmentos foram analisados macroscopicamente e
submetidos a desidratagdo em série alcodlica crescente, diafanizagdo em xilol, impregnacao
em parafina fundida a 60°C e inclusdo dos fragmentos na mesma, formando blocos a
temperatura ambiente. Estes foram seccionados com 5 pm de espessura, utilizando o
micrétomo. As laminas histologicas foram confeccionadas utilizando-se a coloragao de rotina
pela hematoxilina-eosina e a andlise histopatologica foi realizada com auxilio de microscopio
optico, onde foram observadas e descritas as caracteristicas histologicas de cada fase de
cicatrizagdo. Para a andlise histopatologica foram adotados escores para comparagdo dos
estagios da fase da ulcera (modificado de Cavalcante, et al (2011):
0. Sem ulcera / Inflamacao inexistente.
1. Com ulcera /Infiltrado inflamatorio leve.
2. Com ulcera / Fibrose + moderada inflamagao cronica.
3. Com ulcera / Processo inflamatorio agudo (ectasia, vasos dilatados, infiltrado
inflamatério misto).
Uma lamina resultante da ulcera de cada animal foi analisada e categorizada de acordo
com os escores pré-estabelecidos.
Os dados foram expressos como Mediana dos escores, Minimo e Méaximo para cada

grupo de tratamento.

3.7.2. Avaliacdo do infiltrado de polimorfonucleares em laminas histolégicas
Para a quantificacdo do infiltrado de polimorfonucleares, as laminas coradas em HE
foram observadas no aumento de 1000x, tendo sido selecionados 8 campos por ldmina, em
areas proximas a ulcera e que apresentavam grande densidade celular, nos tempos de 0.5, 1, 6,
12, 24, 48, 72 e 96 horas. Dentro de cada campo foram contados células PMN (células de
nicleo segmentado e morfologia multilobulada) (adaptado de LIU et al., 2006), sendo
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considerada uma unidade amostral de cada animal o somatdrio dos 8 campos por lamina
(adaptado de ANDRADE et al., 2011).

Esse protocolo foi aplicado em 3 laminas para cada tempo avaliado do curso temporal
da tlcera, em cada um dos grupos experimentais (salina, celecoxib e DqV), sendo o resultado

final expresso como Média e E.P.M. das unidades amostrais.

3.7.3. Andlise imunohistoquimica de TNF-alfa em ldminas histologicas

Para avaliacdo da presengca de TNF-a, as ldminas foram submetidas & marcacdo com
anticorpo anti-TNF-o. Inicialmente, essas foram aquecidas a 60°C durante 3 horas em estufa e
submetidas, sequencialmente, a banhos em xilol (temperatura ambiente) e em alcool 100% e
70%. Em seguida, foram lavadas em agua corrente e agua destilada, para serem incubadas
com tampao citrato pH 6.0 e aquecidas no microondas em poténcia média durante 15 minutos.
Apds o aquecimento, as ldminas foram colocadas em temperatura ambiente por 20 minutos e
lavadas durante 15 minutos com tampdo fosfato-salino (PBS). O bloqueio da peroxidase
enddgena foi realizado com agua oxigenada 3% em 2 banhos de 15 minutos cada. Apds essa
etapa foi realizada a incubagdo com o anticorpo anti-TNF-a (diluicdo 1:125), por,
aproximadamente, 16 horas em ambiente refrigerado.

No dia seguinte as laminas foram lavadas com PBS em 3 lavagens de 5 minutos cada e
posteriormente incubadas com o anticorpo secundario Histofine® (IgG anti-goat acoplado a
uma peroxidase) por 30 minutos (diluicdo 1:200). Na etapa seguinte, foram lavadas com PBS
e o DAB foi aplicado 3 minutos. Apds lavagem, a contra-coloragdo foi feita com
hematoxilina de Mayer e as 1aminas foram, entdo, montadas.

A andlise das laminas se deu no microscopio Optico no aumento de 1000x e
fotomicrografias foram tiradas no microscopio Leica DM2500 & DM2500 LED com camera
Leica DMC2900 acoplada. Para a andlise foram adotados escores que reflitam a quantidade
de células imunomarcadas com anti-TNF-a, de acordo com TUXHORN, et al. (2002):

0. Sem marcag¢ao positiva;

1. Marcagao leve — 1 a 33% de células marcadas;

2. Marca¢ao moderada — 34 a 66% de células marcadas;
3. Marcagao intensa — >66% de células marcadas.

Os tempos 0.5, 24 e 48 horas foram avaliados em cada grupo experimental (salina,
celecoxib, DqV). Para cada tempo de um grupo foram analisadas 3 laminas. Em cada lamina

foram observados 2 campos imediatamente abaixo da 4rea de ulcera e foram consideradas
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marcadas as células inflamatorias e células do tecido conjuntivo que apresentassem nucleo
e/ou citoplasma com coloragdo acastanhada.
Os dados obtidos foram expressos como Mediana dos escores, Minimo e Maximo, para

cada tempo avaliado em todos os grupos experimentais.

3.8. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. Para comparagcdo multipla dos
dados paramétricos foi utilizada a Andlise de Varidncia (ANOV A/Bonfferoni).

Para comparagdo multipla dos resultados histopatologicos e imunohistoquimicos os
resultados foram expressos como Mediana (maxima e minima) e foi utilizado o teste de
Dunnet.

Em todas as anélises estatisticas considerou-se o nivel critico para rejeicao da hipdtese
de nulidade menor que 5% (p < 0.05). As andlises estatisticas foram realizadas no programa

estatistico GraphPad Prism® 6.0.
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4 RESULTADOS

4.1. DqV diminui a hipernocicep¢io no teste dos filamentos de Von Frey em ulceras
cutineas traumaticas em camundongos

No curso temporal de 5 dias (representado aqui em horas), verificou-se uma diminui¢do
na resposta hipernociceptiva para os animais tratados com DqV (50 pg/kg; e.v.) e para os
tratados com Celecoxib (30 mg/kg; i.p.) em relacdo ao controle negativo — salina (50 pL para
cada 10 g de peso corporal; i.p.) (Figura 6).

Respostas ao estimulo hipernociceptivo dos animais tratados com DqV nos tempos 0.5
h (277,6 £ 21,9 g vs. salina: 61,7 £ 11 g); 1 h (269,9 + 23,7 g vs. salina: 71,2 + 13,3 g); 6 h
(285,8 £ 17,4 g vs. salina: 107 £ 17,9 g); 12 h (285,9 £49,2 g vs. salina: 55,6 + 15,2 g); 24 h
(317,5 £37,4 g vs. salina: 63,2 + 20 g); e 48 h (325,65 £ 16 g vs. salina: 77 + 22,4 g) foram
significativamente menores que nos animais do grupo salina.

Ainda constata-se diferenga significativa entre DqV e Celecoxib (277,6 £ 21,9 g vs.
119,5 26,7 g; 269,9 + 23,7 g vs. 152,44 £ 33 g) nos tempos 0.5 e 1 hora, respectivamente.
Também observa-se diferenca estatistica entre celecoxib e salina nos tempos 6 h (224, 25 +
43,4 g vs. 107 £17,9 g); 24 h (200 + 34 g vs. 63,2 + 20 g); e 48 h (229,6 = 35,5 g vs. 77 £
22,4 g).
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Apés o tratamento

Figura 6 - Avaliacdo da hipernocicepc¢io (Von Frey) em ulceras cutineas traumaticas em animais tratados
com DqV, celecoxib ou salina. Os 3 grupos foram tratados diariamente, durante 4 dias e avaliados em todos os
tempos descritos através do teste de Von Frey. Resultados expressos em Média + E.P.M. (n=5). *p<0,05 em
relacdo a salina. +p<0,05 em relagdo ao celecoxib (2way-ANOVA e teste de Bonferroni).
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4.2. A analise histologica do grupo DqV ndo mostra redugio de escores inflamatorios,
em ulceras cutineas, com relacio ao grupo controle

A andlise histoldgica foi baseada em critérios previamente estabelecidos e as imagens
analisadas microscopicamente ndo revelam diferengas significativas entre os grupos
estudados.

Em todos os tempos analisados os padrdes inflamatorios das amostras de todos os
grupos se apresentam de maneira semelhante, com abundante presenca de células
inflamatorias (PMN) e também a presenca de hemorragia e ectasia de vasos, sendo atribuido
escores 3 (3,3) para todos os grupos, com celecoxib e salina variando o valor do Minimo no

tempo 48 horas — escore 3 (2,3) (Figura 8 e Tabela 3).

Salina DqV Celecoxib

Figura 7 - Fotomicrografias do tecido conjuntivo abaixo da 4rea de iulcera em pele de camundongos.
Animais tratados com salina (A-C), com DqV (D-F) e com celecoxib (G-I), 0.5, 24 ¢ 48 horas ap6s tratamento.
Setas indicam ectasia de vasos, asteriscos marcam o tecido conjuntivo e cruzes marcam areas de hemorragia.
Coloragao hematoxilina-eosina e aumento de 200x.
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Tabela 3 - Avaliacdo de escores histologicos inflamatérios de tlceras cutineas traumaticas em camundongos
tratados com salina, celecoxib e DqV

0.5h 24 h 48 h
Salina 3(3.3) 3(3,3) 3(2,3)
Celecoxib 3(3,3) 3(3,3) 3(2,3)
DqV 3(3,3) 3(3.3) 3(3.3)
P-valor - - 0.6297

Gradagdo: 0) Sem tulcera/inflamagdo inexistente; 1) Com ulcera/Infiltrado inflamatério leve; 2) Com
ulcera/Fibrose com moderada inflamagdo cronica; 3) Com ulcera/Processo inflamatdrio agudo (ectasia, vasos
dilatados, infiltrado inflamatério misto). Mediana; Minima, Maxima (n= 3) *p< 0,05 em rela¢do ao grupo salina
(1way-ANOVA e teste de Dunnet).

4.3. DqV diminui a presenca de células polimorfonucleares no infiltrado celular de
ulceras cutineas traumaticas em camundongos

O grupo DqV apresentou menor nimero de células polimorfonucleares (PMN) no
infiltrado em quase todo o curso temporal, entretanto apenas os tempos 0,5 (31 + 8,66 PMN)
e 6 horas (30 = 9,16 PMN) mostraram diferenga significativa em rela¢do ao grupo salina (0,5
h: 88 £9,07 PMN; 6 h: 84,33 + 20,57 PMN) (Figura 7).

Ainda ¢ possivel observar uma diminuicdo significante na contagem de PMN no grupo
DqV em relagdo ao grupo celecoxib na 6* hora (30 = 9,16 PMN vs. 70 + 5 PMN) e nos
animais tratados com celecoxib na 96 hora em relagdo ao grupo salina (26,7 + 2 PMN vs. 63

+9,3 PMN).
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Figura 8 - Contagem histolégica de células polimorfonucleares em ilceras cutineas traumaticas em
camundongos tratados com DqV, celecoxib ou salina. As contagens foram feitas no aumento de 1000x. Para
cada tempo de cada grupo foram analisadas 3 laminas (1 por animal), sendo analisados 8 campos em cada
lamina. O somatorio dos 8 campos foi considerado 1 unidade amostral. Os resultados sdo apresentados como
média e erro-padrdo da média. *p<0,05 em relagdo a salina. +p<0,05 em relagdo ao DqV (2way-ANOVA e teste
de Bonferroni).
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4.4. A analise imunohistoquimica de ulceras cutineas do grupo DqV nio indica reducio
na expressio de TNF-a em ulceras cutineas com relagio aos grupos controle

As fotomicrografias analisadas no ensaio de imunohistoquimica ndo mostram diferenca
significativa na expressdo de TNF-a em tecidos tratados com DqV, em relagdo a salina e ao
celecoxib.

Pela analise das imagens, nenhum dos tempos avaliados apresentou diferenga, entre os
grupos experimentais, na Mediana dos escores do percentual de células marcadas.

A Mediana para todos os tempos considerados e em todos os grupos de tratamento foi 3,
mostrando elevada marcacao para TNF-a em células inflamatodrias e do conjuntivo, superior a

66% (Tabela 4 e Figura 9).

Tabela 4 — Avaliacdo de escores imunohistoquimicos para expressio de anti-TNF-o em tlceras cutineas
traumaticas de camundongos tratados com salina, celecoxib e DqV

0.5h 24 h 48 h
Salina 3(3,3) 3(3.3) 3(3,3)
Celecoxib 3(2,3) 3(3.3) 3(3.3)
DqV 3(3,3) 3(3.3) 3(3,3)
P-valor 0.4219 - -

Gradagdo: 0 — sem células marcadas; 1) 1-33% de células marcadas; 2) 34-66% de células marcadas; 3) 67-
100% de células marcadas. Mediana; Minima-maxima (n=3-5) *p<0,05 em relagdo ao grupo salina (Dunnet).
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Celecoxib

Figura 9 - Fotomicrografias das areas de ulcera marcadas com anticorpo anti-TNF-a em pele de
camundongos. Animais tratados com salina (A-C), com DqV (D-F) e com celecoxib (G-I), 0.5, 24 ¢ 48 horas
apos tratamento evidenciando elevado percentual de células (inflamatérias e do tecido conjuntivo) marcadas para
anti-TNF-o. Marcagdo imunohistoquimica com anti-TNF-o e contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer.
Aumento de 200x.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho demonstram que a a¢do analgésica do veneno de
Dinoponera quadriceps no tratamento de ulceras cutdneas ocorre ainda nas primeiras horas
de tratamento e atuam na diminui¢do da inflamacgdo através da redugdo do infiltrado de
células polimorfonucleares.

Ulceras cutineas sio eventos traumaticos que podem ser originados por diversos
fatores, tendo uma grande prevaléncia como consequéncia secundaria de outras doengas, tais
como diabetes. Além de provocarem grande desconforto aos pacientes, ainda sdo
responsaveis por gastos massivos com tratamentos que busquem aliviar a dor e deixar uma
cicatriz esteticamente satisfatéria, o que nem sempre ¢ alcangado (KONDO; ISHIDA, 2010;
SEN et al., 2010).

A dor decorrente desse tipo de trauma ¢ caracterizada como inflamatoria e seu
surgimento depende da ativagdo de nociceptores que irdo conduzir a informag@o dolorosa aos
neurdnios da medula espinal. Nociceptores sdo ativados mediante estimulos nocivos: calor,
aplicacdo de pressdo proxima a area de Ulcera, frio (TEIXEIRA, 2009).

A liberacdo de mediadores inflamatdrios por células inflamatorias na regido lesada, tais
como bradicinina, 6xido nitrico, prostaglandinas, serotonina, citocinas e histamina , conduz a
ativagdo dos nociceptores (TEIXEIRA, 2009). Esses mediadores t€ém por fun¢do aumentar a
resposta inflamatoria, permitindo maior migracdo de células através da promog¢do da
vasodilatacdo e também atuando na manutenc¢do do estado hiperalgésico (CASTRO, 2011).

Nesse sentido, o resultado obtido no teste dos filamentos de Von Frey aplicado junto as
bordas das ulceras em animais previamente tratados com DqV indica que o estado
hipernociceptivo foi alterado e a percepgdo do estimulo nocivo encontra-se diminuida nesses
animais. Poucos estudos foram feitos com insetos da ordem dos Hymenoptera. Assim,
podemos citar Merlo et al. (2011), que demonstraram que a melitina, composto proteico
proveniente do veneno de Apis mellifera, quando injetado por via sub-cutdnea, também ¢
capaz de produzir um efeito antinociceptivo; Mortari et al. (2007), cujo trabalho apresentou o
mesmo efeito em ratos pré-tratados com um peptideo neuroativo obtido do veneno de Polybia
occidentalis, uma espécie de vespa; e o trabalho pioneiro de Sousa e colaboradores (2012),
cujos resultados mostraram que DqV atua diminuindo a hiperalgesia em modelos classicos de
nocicepcao.

A fim de avaliar melhor sua atividade anti-inflamatoria, foi realizada a contagem de
células polimorfonucleares nas se¢des histologicas obtidas a partir das Glceras nos animais,

que refletem o tipo de inflamagdo e o grau de cicatrizacdo do tecido. Dentre os tipos celulares
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que migram para o tecido lesionado podemos citar dois, cujos papeis sdo fundamentais no
curso temporal de uma inflamacao: neutrdfilos e macréfagos. Ambos atuam na eliminagdo de
patogenos através de fagocitose (HARPER, D.; YOUNG, A.; MCNAUGHT, 2011).
Neutrofilos liberam EROs, leucotrienos e prostaglandinas, enquanto macréfagos liberam
citocinas inflamatérias — IL-1, IL-6, TNF-a. Além disso, desempenham importante fun¢ao na
reparacdo do tecido — com a liberacdo de TGF-a, TGF-B, VEGF, entre outros fatores de
crescimento (KONDO; ISHIDA, 2010).

A migragdo de neutréfilos do interior dos vasos para areas lesadas ¢ influenciada por
fatores quimicos e mecanicos. Estimulos quimiotaticos e inflamatdrios, como a presenca de
TNF-a e IL-1, contribuem para a expressdo de moléculas de adesdo — selectinas, integrinas —
e o consequente rolamento das células para o interior da area danificada (WAGNER; ROTH,
2000).

A diminui¢do no nimero de células inflamatorias na regido da lesdo foi observada para
as primeiras horas do curso temporal da inflamagdo. Essa diminui¢do foi mais pronunciada
em animais tratados com DqV, inclusive quando comparados com o controle positivo
celecoxib em dois dos tempos avaliados. Com a diminui¢do no nimero de PMN sugere-se
que h4 uma subsequente diminui¢do na quantidade de todos os produtos derivados destes,
inclusive de prostaglandinas (WRIGHT et al., 2010). As PG sdo os principais mediadores da
hiperalgesia e sdo derivadas da clivagem do acido araquidonico pela enzima ciclooxigenase
(COX) (BOTTING, 2006). Os anti-inflamatorios, de maneira geral, atuam bloqueando a agdo
dessa enzima, que possui duas isoformas — COX-1 e COX-2. Anti-inflamatorios mais
modernos — como o celecoxib —, utilizam um mecanismo de seletividade para COX-2
(SAKATA; ISSY, 2004b). Assim, DqV pode estar contribuindo na redu¢do dos niveis de PGs
e, consequentemente, modulando a dor e a inflamagao nas ulceras traumaéticas.

Os escores atribuidos para cada estagio de desenvolvimento da inflamacdo ndo
permitem chegar a uma conclusdo quanto a eficicia do veneno na regressdo do estado
inflamatorio, pois, apesar de poder-se observar nas imagens uma diferenga entre os grupos
salina e DqV quanto a presenca de ectasia de vaso, quantidade de células inflamatdrias no
tecido conjuntivo e presenga de hemorragia e areas de necrose. O sistema de escores utilizado
faz uma avaliagdo qualitativa da inflamacdo e cicatrizagdo, ndo sendo capaz de diferenciar a
intensidade desta inflamag¢do aguda e do infiltrado celular. Assim, sugere-se a utilizacdo de
metodologias quantitativas — ELISA, ensaio de azul de Evans — para investigar as alteracdes

na intensidade da resposta inflamatéria aguda apds tratamento com DqV.
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Na tentativa de corroborar os dados obtidos com a contagem de PMN, foi realizado ensaio
imunohistoquimico (IHQ) com o anticorpo anti-TNF-a. Essa citocina ¢ largamente produzida
por plaquetas, neutréfilos e, principalmente, macréfagos, no local da inflamagao. Com agao
pro-inflamatéria, TNF-a regula a cascata inflamatéria de producdo de citocinas, sendo
considerado peca-chave para a geracdo de resposta inflamatoria (PARAMESWARAN;
PATIAL, 2010). Outra fun¢do relacionada a essa citocina ¢ a indu¢do da liberacdo de PGE,
(VASSALLI, 1992). Portanto, esta citocina possui papel nos mecanismos envolvidos na
migracdo de neutrdfilos e no desenvolvimento da hiperalgesia inflamatéria, ambos processos
possivelmente modulados pelo DqV.

Entretanto, os dados obtidos ndo puderam confirmar tal ideia. Apesar de ser observada
discreta diferenca visual na marcagdo entre os grupos controle (salina) e DqV, ndo houve
significancia estatistica, talvez por:

1. O numero de animais de experimentagdo tenha sido insuficiente para se obter
uma diferenga estatistica significante;
2. O TNF-a nao esteja envolvido no efeito do veneno.

A técnica de imunomarcag@o nos permite verificar ndo s6 a existéncia de determinada
substancia, mas também onde ela se localiza, pois pode-se observar a morfologia da célula
que contém a molécula. Entretanto, ela apresenta limitagcdes: nem todos os antigenos sdo
preservados ou podem ser marcados; sua sensibilidade e especificidade ndo sdo tdo grandes
quando comparadas a dosagens e PCRs; e ela permite apenas a avaliagdo semi-quantitativa de
uma substancia marcada (SCHACHT; KERN, 2015).

Essa questdo da andlise semi-quantitativa aponta para uma nova investiga¢ao, por meio
de dosagens do proprio TNF-o, além de outros marcadores moleculares compativeis com
outras substancias do processo inflamatério e hiperalgésico, tais como prostaglandinas,
bradicinina, substancia P e IL-1, para confirmacdo da a¢do anti-inflamatoéria do veneno de D.

quadriceps.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o veneno de Dinoponera quadriceps apresenta agao
antinociceptiva e potencial a¢do anti-inflamatdria, na dose administrada, no tratamento de
ulceras cutaneas traumaticas. A a¢do antinociceptiva e a a¢do anti-inflamatdria parecem estar
relacionadas a redugdo na migracdo de células polimorfonucleares durante as primeiras horas

da inflamagao.
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