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RESUMO 
 
 Os medicamentos utilizados atualmente no tratamento da dor estão 

frequentemente associados a efeitos colaterais graves e desenvolvimento rápido 

de tolerância e assim, existe a necessidade de novos fármacos mais seletivos. O 

bloqueio de canais de cálcio sensíveis à voltagem (CCSVs) no corno dorsal da 

medula espinhal tem se mostrado um alvo promissor, pois   a redução dos níveis 

de cálcio intracelular é um dos mecanismos de modulação da informação 

nociceptiva. O objetivo deste estudo foi avaliar a possível atividade 

antinociceptiva da toxina Tx3-4, purificada do veneno da aranha Phoneutria 

nigriventer, uma vez que já foi estabelecida sua afinidade por CCSVs do tipo-N,-

P/Q e –R e comparar sua ação com as ω-conotoxinas MVIIC e MVIIA. A 

phonotoxina foi administrada por via intratecal e apresentou efeito 

antinociceptivo em modelos de nocicepção espontânea e inflamatória. A Tx3-4 

inibiu a nocicepção induzida pela formalina na fase inflamatória tanto no pré 

quanto no pós-tratamento, apesar da ω-conotoxina-MVIIC inibir apenas o pós-

tratamento e a ω-conotoxina-MVIIA apenas o pré-tratamento. Além disso, ela 

inibiu a nocicepção espontânea induzida pelo NMDA e a alodínia mecânica pós-

operatória. Mostrou-se mais potente e eficaz em modelo clinicamente relevante 

e não alterou o padrão de resposta induzida na placa quente, mantendo assim 

os reflexos responsáveis pela manutenção da integridade dos tecidos. Houve 

aumento da potência terapêutica em modelo que envolvia sensibilização central, 

nocicepção pós-operatória, entretanto a Tx3-4 não alterou a coordenação e nem 

a atividade locomotora quando administrada em animais “naive”. Assim, mais 

estudos fazem-se necessários para melhor esclarecer os mecanismos 

envolvidos tanto na atividade antinociceptiva quanto na toxicidade induzida pela 

administração intratecal da toxina Tx3-4 em camundongos. 
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ABSTRACT 
 
 Existing medicines for the treatment of pain are often associated with 

serious side effects and rapid development of tolerance, thus, there is a need for 

new, more selective molecules. The inhibition of voltage-gated calcium channels 

(VGCCs) in the dorsal horn of the spinal cord has been shown an important 

target, once the reduction of intracellular levels of calcium is a mechanism of 

nociceptive transmission modulation. The objective of the present study was to 

investigate the possible antinociceptive activity of the toxin Tx3-4, purified from 

Phoneutria nigriventer‘s venom, since affinity for N-, P/Q and R-type VGCCs was 

established and compares activity with the ω-conotoxins MVIIC and MVIIA. The 

phonotoxin was intratecally injected and demonstrate an antinociceptive effect in 

behavioral response and inflammatory nociceptive models. The Tx3-4 was able 

to inhibit formalin induced nociception both pre- and pos-treatment in 

inflammatory phase, but ω-conotoxin-MVIIA actuated only in pre-treatmen and 

ω-conotoxina-MVIIC only in pos-treatment. In addition, Tx3-4 inhibited behavioral 

response NMDA-induced and postoperative mechanical allodynia, and as so, it 

has been more powerfull and effective in clinic model and did not affect the 

response induced by hot-plate, without disturbing the reflexes that are 

responsible to protect the skin and body tissues.  Furthermore, there was a rise 

of therapeutic potential in a central sensitization model, postoperative 

nociception, and Tx3-4 did not affect the motor coordination or motor locomotion 

when administered in naive animals. Thus, more studies are necessary to better 

clarify the mechanisms involved both, Tx3-4 toxin’s antinociceptive effect, and 

toxicity in mice. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Dor e Nocicepção 
 
 Dor, segundo o Comitê de Taxonomia da Associação Internacional para o 

Estudo da Dor, pode ser conceituada como uma experiência sensorial e 

emocional desagradável associada a um dano tecidual atual ou potencial 

(Merskey e Bogduk, 1994).  

 Sendo assim, podemos dizer que ela representa uma experiência 

complexa e muitas vezes subjetiva incluindo componentes afetivos, culturais e 

psicológicos e manifesta-se com intensidade diferente entre indivíduos, variando 

de acordo com sexo, idade e estado de humor (Berkley, 1999; Chapman e 

Gavrin, 1999; Faucett e Levine, 1991; Ganong, 1988; Sharp, 2001).  

 Seu objetivo é alertar os indivíduos sobre a ocorrência de alterações na 

integridade e na funcionalidade do organismo, permitindo que mecanismos de 

defesa ou fuga sejam adotados (Millan, 1986; Traub, 1997) e em animais, as 

sensações dolorosas provocam comportamentos como lamber ou sacudir a 

região lesada. 

 Clínica e experimentalmente faz-se necessária a distinção entre dor 

percebida e a estimulação dos receptores nociceptivos (Basbaum e Jessel, 

2002). A percepção de estímulos nocivos denominada por Sherrington (1906) de 

nocicepção, não significa o mesmo que dor. Esta além de uma sensação é uma 

experiência, enquanto nocicepção é a sensação determinada pela estimulação 

das fibras aferentes primárias que transmitem o impulso nociceptivo até a 

medula dorsal (Basbaum e Jessel, 2002; Dubnet e Benner, 1983; Meyer et al., 

1994).  

 Uma vez que os animais não são capazes de verbalizar os componentes 

subjetivos da dor, neles não se avalia dor, mas nocicepção. Assim, termos como 

dor e analgesia são apropriadamente utilizados para humanos e nocicepção 

para animais (Jones, 1992). 
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1.2 Classificação da Dor 

 
 A dor pode ser classificada de várias maneiras, uma das classificações 

possíveis seria quanto à sua origem. Ela pode ser classificada como dor 

nociceptiva, quando tem origem nos nociceptores localizados na pele, víscera e 

demais órgãos; como dor neurogênica, associada à lesão tecidual, quando tem 

origem na periferia ou no sistema nervoso central; como dor neuropática, 

quando tem origem em disfunção ou lesão de nervo ou feixes nervosos e como 

dor psicogênica, quando não apresenta uma fonte somática e associa-se a 

fatores psicológicos (Millan, 1999). 

 Outra classificação possível seria segundo a duração e para esta existem 

três tipos principais de dor. A dor transitória, que é provocada pela estimulação 

dos nociceptores na ausência de lesão tecidual e que tem como função proteger 

o organismo de lesões físicas que possam ser provocadas por agentes do 

ambiente ou por simples deformação dos tecidos corporais. Outro tipo é a dor 

aguda, que é provocada pela estimulação de nociceptores em resposta a um 

dano tecidual e caracteriza-se por ser de curta duração, podendo desaparecer 

antes da cura da lesão, e assim como a dor transitória, é de fácil identificação, 

tratamento e apresenta caráter protetor (Brennan et al., 2007; Loeser e Melsack, 

1999). Por último, temos a dor crônica que do mesmo modo que a aguda, 

também se origina de lesões ou doenças e pode permanecer mesmo após a 

recuperação do paciente, ou seja, pode permanecer quando o trauma ou lesão 

inicial foram resolvidos. Sua duração pode se estender por meses e até anos, 

sendo de difícil identificação e considerada por vezes como uma patologia que 

geralmente necessita de tratamento complexo (Brennan et al., 2007; Tracey e 

Mantyh, 2007).   
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1.3 Mecanismos Neurais da Dor 

 
 Os mecanismos neurais da dor estão representados na figura I e serão 

discutidos a seguir, divididos nos tópicos: transmissão periférica, transmissão 

central e mediadores químicos da via nociceptiva.  

 

1.3.1 Transmissão Periférica 

 

 O termo nociceptor (receptor da dor) foi introduzido por Sherrington, que 

definiu nociceptores como terminações livres das fibras aferentes primárias. Sua 

ativação ocorre na presença de diferentes estímulos, tais como mudança de 

temperatura (estímulo nocivo térmico), diferença osmótica ou distenção tecidual 

(estímulo nocivo mecânico), estímulos irritantes e hipóxia ou lesão tecidual 

seguida de inflamação (estímulo nocivo químico) (Julius e Basbaum 2001).  

 A percepção da dor se inicia na periferia pela estimulação dos 

nociceptores, cujos corpos celulares se encontram nos gânglios das raízes 

dorsais, pescoço, cabeça e nervos trigêmios e projetam seus axônios até o 

corno dorsal da medula (Figura I). Esses estímulos nocivos ativam 

principalmente fibras aferentes primárias do tipo C e Aδ. Além dessas, outro tipo 

de fibra que pode estar envolvida na transmissão do estímulo sensorial são as 

fibras do tipo Aβ, que normalmente responde a estímulos inócuos, aplicados à 

pele, que em condições especiais são capazes de conduzir o estímulo doloroso.  

As fibras do tipo C são delgadas, não mielinizadas e transmitem o estímulo 

nociceptivo de forma mais lenta (0,5-2,0 m/s). As fibras do tipo Aδ são delgadas, 

pouco mielinizadas e de transmissão intermediária (12 a 30 m/s) enquanto que 

as fibras do tipo Aβ são de grande diâmetro, mielinizadas e de condução rápida 

(30-100 m/s) (Julius e Basbaum, 2001; Smith, 1984). É importante ressaltar que 

o estímulo, seja ele térmico, mecânico ou químico, deve exceder um certo limiar 
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para que seja interpretado pelo sistema sensorial como nociceptivo (Björkman, 

1995).  

 Os mecanismos pelos quais os estímulos nocivos desencadeiam o 

aparecimento do potencial de ação na fibra aferente primária (primeiro passo na 

percepção da sensação nociceptiva) têm sido amplamente estudados. Já 

existem evidências de que estímulos algogênicos induzem correntes de cátions 

através de estruturas protêicas especializadas, culminando na despolarização 

do aferente primário e na liberação de neurotransmissores no corno dorsal da 

medula (Besson, 1999; Bevan e Geppetti, 1994; Bonica, 1990; Kirchstein et al., 

1997; McGlone e Reilly, 2009).  

 A estimulação da fibra aferente primária desencadeia o reflexo de 

retirada, a condução do estímulo nociceptivo para os centros superiores e a 

liberação de neuropeptídeos e outras substâncias algogênicas pelos terminais 

axonais colaterais da própria fibra aferente primária, conferindo-lhe um papel 

eferente na transmissão do estímulo nociceptivo. Tais substâncias estimulam 

 aferentes vizinhos, ativam células do sistema imunológico e aumentam a 

permeabilidade vascular, desencadeando uma resposta inflamatória que por ser 

secundária à ativação do aferente primário é denominada inflamação 

neurogênica (Millan, 1999). 
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Figura I.  Mecanismo de Transmissão e percepção da dor. Diagrama 
esquemático ilustrando as fibras aferentes primárias, a medula espinhal, córtex e 
via descendente. 
Adaptado de: http://img.medscape.com/slide/migrated/editorial/cmecircle/2006 
 

 

1.3.2 Transmissão Central 

 

 As fibras aferentes primárias do tipo C e Aδ transmitem a informação 

antinociceptiva da periferia até o corno dorsal da medula espinhal e suas 

terminações encontram-se principalmente na zona marginal (lâmina I) e 

substância gelatinosa (lâmina II) (Basbaum, 2003). A liberação de 

Lesão

Fibra C

Fibra A β

Fibra A δ

Gânglio da
raíz dorsal

Via descendente
inibitória

Medula Espinhal

Trato
espinotalâmico

Corno
dorsal

Córtex



 6

neurotransmissores nociceptivos por estas fibras provoca a ativação de 

neurônios de segunda ordem, que formam as vias ascendentes e têm seus 

corpos celulares localizados no corno dorsal da medula.  Eles recebem seus 

sinais sensoriais através da liberação de glutamato e substância P (SP) 

proveniente dos neurônios de primeira ordem e esse processo excitatório 

também envolve canais de cálcio, reguladores da liberação de 

neurotransmissores (Hill, 2001). 

  A via mais importante de transmissão do estímulo nociceptivo é o trato 

espinotalâmico ascendente, (figura I) localizado na substância branca ventral, 

contralateral ao local da estimulação (Hall e Guyton, 2006; Bester, 2000) e como 

o próprio nome sugere as fibras espinotalâmicas projetam-se para o Tálamo, 

onde se dá a percepção da sensação nociceptiva. No Tálamo, neurônios de 

terceira ordem emitem axônios através da cápsula interna do córtex 

somatosensorial, ocorrendo a somatização do estímulo nocivo e/ou emitindo 

axônios ao giro cingulado anterior, responsável pelo componente emocional da 

dor (Bear et al., 2002, Hall e Guyton, 2006; Russo e Brose, 1998). 

 Tálamo e córtex são as estruturas de projeção final das vias de 

nocicepção, ficando a cargo do Tálamo, informar a presença de estimulo 

nociceptivo. O córtex, por sua vez, é responsável pela discriminação do tipo de 

sensação nociceptiva e por identificar (mesmo que de forma rudimentar) sua 

origem (Hall e Guyton, 2006).  

 A modulação nociceptiva ocorre não só através da via ascendente, mas 

também através de uma via descendente (figura I). As vias descendentes 

originam-se no tronco cerebral e outras estruturas como hipotálamo, córtex, 

Tálamo, núcleo magno da rafe (NMR), substância cinzenta periaquedutal (PAG) 

e estruturas adjacentes da medula rostroventromedial (RVM), que exercem 

importante papel na integração e modulação das mensagens nociceptivas no 

corno dorsal da medula espinhal (Millan, 2002; Vanegas e Schaible, 2004). Os 

mecanismos descendentes modulam a resposta nociceptiva por exercer suas 

ações em nociceptores presentes nas fibras aferentes primárias, bem como em 

neurônios intrínsicos do corno dorsal, como interneurônios excitatórios, 
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interneurônios inibitórios e neurônios de projeção (Millan, 2002). Uma das 

descobertas mais interessantes a respeito do circuito modulatório da dor é que 

esse pode tanto facilitar quanto inibir a transmissão nociceptiva (Julius e 

Basbaum, 2001; Porreca et al., 2002; Vanegas e Schaible, 2004). 

 Esse mecanismo também é conhecido como Teoria do Controle da 

Comporta. Este nome teve origem na função de “porteiro” dos interneurônios 

inibitórios presentes na lâmina II e foi proposto por Wall & Melzack em 1965 

(Rang e Dale, 2003) . De acordo com esta concepção os interneurônios  

respondem tanto à atividade das fibras aferentes primárias quanto à atividade da 

via descendente inibitória, permitindo ou interrompendo a propagação do 

estímulo doloroso. 

  

1.3.3 Mediadores Químicos da Via Nociceptiva 

  

 As substâncias algogênicas que são liberadas e/ou sintetizadas em 

elevada concentração no ambiente tecidual na decorrência de processos 

inflamatórios são conhecidas por mediarem a atividade dos nociceptores (Cotran 

et al., 1994). Tais substâncias endógenas, como o ácido araquidônico, 

neuropeptídeos, cininas, aminoácidos excitatórios, entre outros, são produzidas 

e/ou liberadas pelo tecido lesionado. Elas estimulam os receptores presentes na 

membrana dos neurônios, facilitam a neurotransmissão e ainda sensibilizam o 

nociceptor (Björkman, 1995) para que se inicie os mecanismos periféricos 

neuronais da dor inflamatória (Ferreira et al., 1978; Khasar et al., 1999; 

Nakamura e Ferreira, 1987). A sensibilização dos nociceptores ocorre através da 

redução do limiar de ativação. Desta forma, há aumento da probabilidade de que 

esses disparem com estímulos de baixa intensidade, permitindo que estímulos 

inócuos possam tornar-se capazes de excitar as fibras aferentes primárias 

(Finnerrup e Jensen, 2004; Holden e Pizzi, 2003; Khasar et al., 1999; Millan 

1999). Estas, por sua vez, transmitirão os estímulos nociceptivos aos neurônios 

específicos para a nocicepção (EN) ou a neurônios que também transmitem 
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outras sensações como os neurônios de amplo espectro dinâmico (WDR) no 

corno dorsal da medula (Calixto et al., 2000, 2001; Guieu et al., 1996; Taiwo e 

Levine, 1991). 

 Já existem evidências do envolvimento do glutamato, aspartato e alguns 

peptídeos na transmissão do estímulo nociceptivo no corno dorsal da medula 

espinhal (Battaglia e Rustioni, 1988, Bleakman et al., 2006) e o glutamato é o 

principal neurotransmissor que está presente em todos os tipos de aferentes 

primários. Trata-se de um aminoácido excitatório, que pode ser encontrado em 

concentrações na faixa de µmolar na medula espinhal e origina-se de fibras 

aferentes primárias mielinizadas e não-mielinizadas, interneurônios intrínsecos e 

de projeções de neurônios (Battaglia e Rustioni, 1988). O glutamato é liberado, 

junto a outros neuropeptídeos, de terminais aferentes primários. Esses 

neurotransmissores têm ações fisiológicas distintas nos neurônios pós-

sinápticos e atuam de forma coordenada para regular as propriedades desses 

neurônios. Dados da literatura têm sugerido que a SP possa atuar prolongando 

as ações do glutamato (Kandel et al., 2003).  

 As ações do glutamato são mediadas principalmente por receptores 

ionotrópicos N-metil-D-aspartato (NMDA) e não-NMDA. Os receptores não-

NMDA consistem de dois receptores, α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolproprionato (AMPA) e cainato (Dickenson, 1995). O potencial de ação 

que se propaga através de fibras C, depois de estímulos agudos mecânicos ou 

térmicos, parece envolver somente os receptores AMPA, pós-sinápticos, para 

produzir excitações curtas e constantes. Uma vez que esses estímulos são 

mantidos e/ou sua freqüência é aumentada pela liberação de outros 

mediadores, que também contribuem para a transmissão nociceptiva, o receptor 

NMDA é ativado, aumentando a resposta de hiperalgesia (Dickenson, 1995). 

Uma ação excitatória direta, do tipo retroalimentação positiva, do glutamato nas 

fibras aferentes primárias, seria consistente com a evidência que a ativação dos 

receptores NMDA causa a liberação de substância P por seus terminais centrais 

(Liu et al., 1994). Essa ação do receptor NMDA pode ser mediada pelo óxido 

nítrico (NO) dos terminais das fibras aferentes primárias (Sorkin, 1993), e o NO 
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poderia também interferir nas ações periféricas mediadas pelas fibras aferentes 

primárias (Jackson et al., 1995).  

Já o sistema descendente inibitório estimula neurônios medulares a 

secretar opióides endógenos, que causariam a inibição pré-sináptica e pós-

sináptica das fibras C e Aδ (Besson, 1999), portanto, o mecanismo pelo qual 

provocam essa analgesia descendente envolve a liberação de opióides na 

medula espinhal. Os opióides endógenos se ligam aos receptores opióides, que 

são receptores acoplados à proteína G, com conseqüente inibição da atividade 

da adenilato ciclase, redução dos níveis de AMPc e atividade de quinases. 

Essas alterações promoverão abertura de canais de potássio, hiperpolarização e 

inibição da entrada de cálcio, o que resultará em inibição pré-sináptica 

impedindo a liberação de glutamato (Kuraishi et al.,1985). Também parece 

provável que esse mesmo sistema de analgesia possa bloquear os impulsos em 

nível de núcleos reticulares do tronco encefálico e nos núcleos intralaminares do 

tálamo. 
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1.4 Modalidade dolorosa clinicamente relevante 

(Dor pós-operatória)   

 
 Um dos exemplos de dor clinicamente relevante e de interesse para o 

presente estudo é a dor pós-operatória, fenômeno freqüente resultante de 

alterações fisiológicas e emocionais, que se não adequadamente controlada 

pode prolongar o desconforto do paciente e o período de internação (Brennan et 

al., 1996). 

 A dor pós-operatória é um dos sintomas clássicos de processo 

inflamatório que se caracteriza pelos quatro sinais: dor, calor, tumor e rubor. A 

inflamação pode ser classificada como aguda ou crônica de acordo com o tempo 

de duração e características patológicas (Sherwood e Toliverkinsky, 2004). A 

inflamação aguda, resultante da incisão pode apresentar duração de horas a 

dias e caracteriza-se pela presença de mediadores como o NO e as 

prostaglandinas que promovem vasodilatação.   

 As lesões induzidas pela cirurgia causam alterações nas respostas tanto 

do SN periférico e central, previamente descritas, com liberação de mediadores 

químicos que participam desta resposta dolorosa, entre as quais se destacam 

os tecidos lesionados e adjacentes, sistema vascular, células do sistema 

imunológico, nervos simpáticos e sensoriais, entre outros. Como conseqüência 

da injúria tecidual, haverá uma reação inflamatória local, atraindo eosinófilos, 

macrófagos e linfócitos. Essas células liberam mediadores inflamatórios como: 

cininas (bradicinina e calidina); produtos das células imunes (citocinas como as 

interleucinas (IL) e o fator de necrose tumoral); aminas (serotonina e histamina); 

e os prostanóides (prostaglandinas, prostaciclinas e leucotrienos). 

 O recrutamento de células mononucleares como os macrófagos, linfócitos 

e plasmócitos caracterizam a progressão da resposta tecidual para inflamação 

crônica.  Esta, por sua vez, estende-se de semanas a meses. Durante sua 

ocorrência, há presença tanto do processo inflamatório ativo quanto de 
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tentativas de reparo tecidual, com conseqüente destruição do tecido e formação 

de fibrose (Sherwood e Toliverkinsky, 2004).   

 A possibilidade de progressão da dor, incluindo a pós-cirúrgica, do estado 

agudo para o crônico é motivo de preocupação do ponto de vista clínico, pois 

neste caso, o processo inflamatório perde seu caráter protetor e torna-se 

patológico (Woolf e Mannion, 1999; Mendell e Sahenk, 2003).   
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1.5 Tratamento Farmacológico da Dor 

 
 Os fármacos analgésicos “clássicos”, notadamente os opióides e os 

antiinflamatórios não-esteroidais (AINES) compõem o quadro de substâncias 

comumente utilizadas no combate a dor (Rang e Dale, 2003).  

 Os opióides atuam abolindo diretamente a transmissão nociceptiva no 

sistema nervoso central (SNC) através da ligação ao receptor opióide (Hoskin e 

Hanks, 1991; Yaksh, 1997), já os AINES atuam prevenindo a sensibilização de 

receptores nociceptivos periféricos ao inibir a síntese dos produtos derivados 

das vias das ciclooxigenases (Cashman, 1996). 

 Apesar de sua efetividade no combate a dores que não respondem a 

analgésicos menos potentes, os opióides como a codeína, morfina e derivados 

sintéticos apresentam efeitos indesejados tais como náusea, vômito, 

constipação, depressão respiratória, bradicardia, hipotensão, tolerância e 

dependência (Hoskin e Hanks, 1991; Martin e Sloan, 1977; McQueen, 1983; 

Nestler, 1993). Já os AINES, diclofenaco, AAS e indometacina, entre outros, 

estão entre os agentes terapêuticos mais utilizados no mundo. São 

frequentemente prescritos para aliviar queixas musculoesqueléticas, mas são 

ingeridos sem prescrição para dores menores e devido a sua toxicidade 

gastrointestinal, podem causar morbidade e limitação de seu uso (Henry et al., 

1996). 

 Atualmente, existe grande interesse na busca por novos alvos 

moleculares e agentes terapêuticos capazes de inibir ou bloquear a transmissão 

do estímulo nocivo e em conjunto minimizar o aparecimento de efeitos colaterais 

(Schaible, 2009). Dentre estes novos alvos moleculares encontram-se os canais 

de cálcio sensíveis a voltagem (CCSVs) e dentre os novos agentes terapêuticos 

encontram-se os antagonistas dos CCSVs, objeto do presente estudo (Miljanich 

e Ramachandran, 1995; Schoroeder et al., 1991; Wallace, 2000). 
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1.6 Canais de Cálcio Sensíveis à Voltagem 

 
 Os CCSVs são representados na figura II, com suas subunidades e 

classificação segundo a subunidade α, e serão discutidos a seguir, divididos nos 

tópicos: caracterização e canais de cálcio sensíveis à voltagem e nocicepção.  

   . 
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Figura II. Aspectos estruturais dos canais de cálcio sensíveis à voltagem. Em 
virtude de direitos autorais, as imagem não foram liberadas para exibição.  
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1.6.1 Caracterização  

 

 Os canais de cálcio sensíveis à voltagem são proteínas complexas 

compostas por 4 ou 5 subunidades distintas: α1, β1, α2-δ, γ (figura II-A). São 

codificados por múltiplos genes e encontrados no sistema nervoso e em células 

especializadas como, por exemplo, os cardiomiócitos.   

 A subunidade α1 é a maior das subunidades, com peso molecular de 190-

250 kDa, e incorpora o poro condutor, o sensor de voltagem, o aparato de 

“gating” e os sítios de regulação do canal por segundos mensageiros, fármacos 

e toxinas (Herlitze et al., 2003). Ela é estruturalmente organizada em quatro 

domínios homólogos (domínio I a IV), contendo 6 segmentos transmembrana 

(S1-S6), por domínio. O segmento S4 atua como sensor de voltagem e a alça do 

poro, entre os segmentos S5 e S6, determina a condutância iônica e a 

seletividade (figura II-C). Mudanças em três aminoácidos da alça do poro nos 

domínios I, III e IV tornam um canal de sódio seletivo ao cálcio (Catteral et al., 

2005; Herlitze et al., 2003;). 

  Nove subtipos de canais de cálcio sensíveis à voltagem já foram 

identificados baseando-se na diversidade da subunidade α1. Esses subtipos de 

CCSVs são divididos em 3 famílias: genes Cav1 que codificam canais tipo-L, 

genes Cav3 que codificam canais tipo-T e genes Cav2 que codificam canais tipo-

N, -P/Q e -R, com os canais do tipo-P e do tipo-Q surgindo como um rearranjo 

alternativo do gene Cav2.1 (Catteral, 2000) (Figura II-B). 

 Os CCSVs medeiam o influxo de cálcio em resposta à despolarização de 

membranas e regulam processos intracelulares como a contração, secreção, 

neurotransmissão e expressão gênica de diferentes tipos celulares. O íon Ca2+ 

também penetra no meio intracelular através desses canais iniciando os 

processos celulares previamente citados. Recentemente, tem havido grande 

interesse no potencial dos CCSVs como alvos terapêuticos para o tratamento de 

dor crônica e dor neuropática (Snutch et al., 2001).  

 Sabe-se que as correntes geradas pela ativação dos diferentes canais 

variam de acordo com a voltagem. Desta forma, os canais de cálcio ativados por 
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baixa voltagem (LVA, “low-voltage-activated”), são conhecidos por serem 

ativados por potenciais de ação ligeiramente superiores ao potencial de repouso 

(baixo limiar de ativação) e os canais de cálcio ativados por alta voltagem (HVA, 

“high-voltage activated”), por serem ativados por potenciais de ação 

substancialmente superiores ao potencial de repouso (alto limiar de ativação) 

(Snutch et al., 2001). 

 A princípio, acreditava-se que existiam apenas dois tipos de CCSVs, os 

LVA e HVA e desta forma, iniciou-se a busca por ligantes específicos. Com a 

descoberta das dihidropiridinas (DHPs), evidenciou-se que estas bloqueavam 

alguns canais HVA e não bloqueavam LVA, e então houve a divisão dos canais 

HVA em DHP-sensíveis (CCSVs tipo-L) e DHP-insensíveis (CCSVs tipo-N). Os 

canais LVA, por sua vez, foram denominados CCSVs tipo-T (Nowycky et al., 

1985). 

 Posteriormente, um tipo adicional de CCSV foi encontrando em células de 

Purkinge. Ele foi denominado tipo-P e é bloqueado pela toxina peptídica ω-

agatoxina-IVA (ω-aga-IVA) (Scott et al., 1990).  Sather e colaboradores (1993) 

expressaram os canais do tipo-P em oócitos e observaram que alguns deles 

apresentavam baixa sensibilidade a ω-aga-IVA (~200 nM) enquanto outros 

apresentaram sensibilidade bem maior (~2 nM). Diante disto, concluiu-se que 

haveria ainda um outro tipo de canal de cálcio do tipo HVA: o canal do tipo-Q, 

dificilmente distinguível do tipo-P (Zhang et al., 1993). 

 Os CCSVs do tipo-R foram descobertos partindo do pressuposto que a 

utilização de um “coquetel” contendo bloqueadores dos canais HVA (L, N e P/Q) 

e uma despolarização pequena e prolongada do canal LVA (T),  com o objetivo 

de inativar esse tipo de CCSV, aboliriam quase que por completo a entrada de 

Ca2+ a partir do meio extracelular. Como é de conhecimento, alguma atividade 

residual de CCSVs permaneceu e esta foi atribuída aos canais de cálcio 

sensíveis à voltagem do tipo-R. Estes são bloqueados por baixas concentrações 

de níquel e pelo peptídeo SNX-482, derivado do veneno da aranha tarântula 

africana, Hysterocrates gigas (Newcomb et al., 1998), e têm voltagem de 

ativação intermediária entre HVA e LVA (Zhang et al. 1993). 
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1.6.2 Canais de cálcio sensíveis à voltagem e  

nocicepção 

 

 Os canais de cálcio sensíveis à voltagem também estão envolvidos na 

regulação da liberação de neurotransmissores, sendo que a proporção dos 

diferentes CCSVs variam de uma população de sinapses para a outra (Wheeler 

et al., 1994). Eles são encontrados em terminais pré-sinápticos e permitem o 

influxo do íon cálcio necessário para exocitose de vesículas tanto de fibras 

nervosas centrais quanto periféricas, após uma despolarização (Miljanich e 

Ramachandran, 1995; Oliveira et al., 1994). 

 Os diferentes subtipos de canais apresentam distribuição e função 

fisiológica diferentes, o que possibilita a administração variada de bloqueadores 

subtipo-específicos como agentes capazes de interromper a transmissão 

sináptica e serem utilizados no combate de algumas neuropatologias (Miljanich e 

Ramachandran, 1995).   

 A partir das propriedades citadas acima, várias características dos canais 

de cálcio do tipo-N sugeriam que este tipo de CCSV poderia ser importante no 

processamento sensorial da medula espinhal em geral e na transmissão 

nociceptiva em particular. Essas conclusões partiram da observação de que 

canais do tipo-N estavam envolvidos na liberação de CGRP e SP, por esta ser 

sensível aos ω-conopeptídeos (Holz et al., 1988; Maggi et al., 1990; Santicioli et 

al., 1992), e da observação de que opióides e agonistas α2-adrenégicos atuavam 

de maneira semelhante aos ω-conopeptídeos, reduzindo a liberação medular de 

CGRP e SP e que se dava através do bloqueio dos CCSVs tipo-N no terminal 

pré-sináptico (Malmberg e Yaksh,1994). 

 Pesquisas realizadas na última década têm estudado consideravelmente 

o papel de inibidores de canais do tipo-N da medula espinhal para o 

desenvolvimento de novos medicamentos analgésicos (Altier e Zamponi, 2004). 

Os  CCSVs tipo-N têm um importante papel na modulação da liberação de 

neurotransmissores pró-nociceptivos como o glutamato  e já foi demonstrado 
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que seus antagonistas, as ω-conotoxinas MVIIA e GVIA, podem prevenir e 

atenuar a nocicepção. É importante ressaltar que, a ômega-conotoxina-MVIIA 

(ω-ctx-MVIIA) obtida do veneno do Conus magnus, inibidora seletiva de CCSV 

tipo-N, foi a primeira molécula derivada de toxina a ser aprovada pelo FDA para 

o alívio de dor crônica intratável.  Prialt® é o nome comercial da ω-ctx-MVIIA, 

também conhecida como SNX-111 e Ziconotida, e teve seu uso clínico aprovado 

nos Estados Unidos em dezembro de 2004 e na Europa em Fevereiro de 2005 

(Hogg, 2006). Outra ω-ctx conhecida também derivada do Conus magnus é a 

ômega-conotoxina-MVIIC (ω-ctx-MVIIC), que apresenta maior afinidade por 

canais de cálcio do tipo-P/Q e 70 % de identidade com a ω-ctx-MVIIA. 

 Atualmente, já se sabe que os CCSVs  do tipo-L e do tipo-N estão 

diretamente implicados na liberação de neurotransmissores e neuromoduladores 

nos neurônios sensoriais da medula espinhal. Sabe-se também que o bloqueio 

dos canais do tipo-N e P/Q, mas não do tipo-L, reduzem os sinais 

comportamentais da dor de origem neuropática em modelos animais de lesão 

nervosa e que os canais de cálcio do tipo-L, -N, -P/Q, -R e até mesmo o –T, 

estão envolvidos na nocicepção (Prado, 2001). 

 Infelizmente, a administração por via intratecal (i.t) de ω-ctx-MVIIA causa 

vários efeitos adversos (Penn e Paice, 2000) e ainda é difícil compreender as 

ações do Ca2+ nos processos de dor crônica, assim faz-se necessário a 

descoberta de novas moléculas bloqueadoras seletivas para os diferentes 

CCSVs (Matthews e Dickenson, 2001).  
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1.7 Phoneutria nigriventer  

 

 A aranha Phoneutria nigriventer pertence à família dos ctenídeos e é 

também conhecida como aranha armadeira por erguer as patas dianteiras para 

atacar (Figura III).  

 É altamente agressiva, quando incomodada pica diversas vezes, e é 

responsável por aproximadamente 42% dos casos de picadas por aracnídeos 

notificadas no país, perdendo apenas para a aranha marrom (Ministério da 

Saúde, 2001). 

 A aranha armadeira possui um corpo que varia de 3,5 a 5 cm, com pernas 

de até 17 cm de envergadura, não constrói teia e é encontrada desde o sul do 

Rio de Janeiro até o Uruguai (Eickstedt, 1983; Lucas, 1988). 

 As picadas da P. nigriventer podem ser bastante dolorosas além de 

causar sinais e sintomas como inchaço e vermelhidão, ao redor dos pontos de 

inoculação, cãimbras, tremores, convulsão tônica, paralisia espástica, priapismo, 

arritmias distúrbios visuais e sudorese (Lucas, 1988). 

 A associação entre sintomas observados em humanos e entre resultados 

de administrações intra-cérebro-ventriculares em animais de laboratório levou a 

constatação de que as várias toxinas presentes no veneno, apresentam 

atividade neurotóxica e parte deste efeito parece estar relacionado a sua ação 

sobre canais de sódio sensíveis à voltagem (Araújo et al.,1993; Matavel et al., 

2002; Romano- Silva et al., 1993). Enfim, o sucesso da P. nigriventer como 

predadora pode ser explicado pelas diversas toxinas presentes em seu veneno 

(Gomez et al., 2002). 
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Figura III. Aranha “armadeira”, Phoneutria nigriventer.  

Fonte: www.icb.ufmg.br/.../phoneutria_nigriventer.jpg 
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1.8 Ação das toxinas purificadas do veneno da 

Phoneutria nigriventer 
 

 A atividade das toxinas purificadas do veneno da P. nigriventer tem sido 

extensivamente investigada e cerca de dezessete peptídeos, com atividade 

tóxica já foram descritos na literatura (revisado por Gomez et al., 2002). Elas são 

basicamente polipeptídeos com peso molecular que varia de 3500 a 9000 Da e 

já se sabe que algumas classes interagem com canais iônicos para os íons 

sódio (Na+), cálcio (Ca2+) e potássio (K+) (Grishin, 1999). 

 A caracterização bioquímica e farmacológica dessas toxinas possibilitaria 

seu uso como ferramentas de investigação das funções dos diferentes canais 

iônicos em nível molecular e celular (Diniz et al., 1990; Araújo et al., 1993; 

Romano-Silva et al., 1993; Cassola et al., 1998).  Já o veneno bruto é 

investigado por sua habilidade em alterar sistemas fisiológicos (Costa et al., 

2002; Rapôso et. al., 2007).  

 Os peptídeos purificados do veneno foram divididos em várias famílias, 

sendo a família Tx2 conhecida por atuar em canais de Na+ provocando a 

liberação de acetilcolina de sinaptosomas de córtex de ratos (Moura et al., 

1998), reduzindo sua cinética de inativação e consequentemente aumentando a 

condutância do íon sódio (Matavel et al., 2002). Estudos publicados descrevem 

a ação de algumas toxinas de P. nigriventer na inibição das correntes geradas 

pelo influxo  de íons Ca2+ (Cassola et al., 1998) ou no bloqueio de seu influxo em 

terminais sinápticos (Guatimosim et al., 1997; Miranda et al., 1998; Prado et al., 

1996; Vieira et al., 2003), sendo que nos últimos, das seis diferentes toxinas da 

família Tx3 (Tx3-1 a 6), pelo menos a metade delas, Tx3-3, Tx3-4 e Tx3-6 

bloquearam o influxo de Ca2+ induzido por KCl. A partir disto, passou-se a 

especular que as últimas atuariam bloqueando CCSVs e portanto, se 

equiparariam as ω-toxinas. Posteriormente, verificou-se que a Tx3-2 era capaz 

de bloquer CCSVs tipo-L, parcialmente (Kalapothakis et al., 1998) e que a Tx3-1 

bloqueava correntes de canais de K+ tipo-A reverssivelmente, e que este tipo de 
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corrente é um fator determinante da frequência de oscilaçãoes do íon Ca+2 em 

células GH3 não estimuladas (Kushmerick et al., 1999). 

 Trabalhos contínuos com as toxinas demonstraram que a Tx3-4 bloqueia 

canais de cálcio tipo-N (Cassola et al., 1998; Dos Santos et al., 2002) e do tipo-

P/Q com afinidade similar e tipo-R, com menor seletividade (Dos Santos et al., 

2002). Essa toxina parece ter afinidade por vários sítios de ligação, sendo 

parcialmente deslocada pelas ω-toxinas GVIA e/ou MVIIC (Dos Santos et al., 

2002) e possui um intrigante mecanismo de ação, uma vez que também reduz a 

liberação de glutamato, dependente e independente de Ca2+ em terminações 

nervosas de ratos (Reis et al., 1999). Além disso, a Tx3-4 também inibe a 

exocitose de vesículas sinápticas evocada por KCl, dependente de Ca2+  (Junior 

et al., 2008) e também inibe a degeneração neuronal, como comprovado em 

modelo de isquemia in vitro (Pinheiro et al., 2006, 2009).  

 O efeito de bloquear os CCSVs do tipo-N e P/Q, envolvidos na 

transmissão nociceptiva (Malmberg et al., 1994),  com atuação equivalente às 

ω–ctxs e a Tx3-6 ou Phα1β (Souza et al., 2008), indica que a TX3-4 poderia 

apresentar potencial terapêutico  no tratamento da dor.  
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2 OBJETIVO 
 
 

2.1 Objetivo Geral 
 
 Investigar a ação antinociceptiva espinhal da toxina Tx3-4 em 

camudongos utilizando modelos de dor.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 
• Avaliar o efeito da administração intratecal da Tx3-4 sobre diferentes 

modelos de nocicepção;  

• Investigar possíveis efeitos adversos produzidos pela administração 

intratecal da Tx3-4; 

• Comparar as respostas antinociceptivas da Tx3-4 com as ω-ctxs MVIIC e 

MVIIA. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Material 
 
3.1.1 Equipamentos 
 

-Cilindro Giratório (Rotarod) 

Insight 

 

-Placa Quente (Hotplate)       

Insight 

 

-Filamentos de Von Frey 

Stoelting 

 

-Monitor de Atividade 

Accuscan Instruments 

 

3.1.2 Reagentes e Toxinas 
 

 Na2HPO4, KH2PO4 e NaCl, para preparo do PBS, foram adquiridos da 

Sigma Chemical Co., (St. Louis, EUA). As ômega-conotoxinas MVIIA e MVIIC 

foram adquiridas da Latoxan (Valence, França). O sulfato de morfina e o 

formaldeído, para preparo da formalina, do laboratório Cristália (São Paulo, 

Brasil) e a toxina Tx3-4 foi purificada na Fundação Ezequiel Dias (FUNED). 
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3.1.3 Animais 
  

 Foram utilizados camundongos Swiss (25-35 g), machos, provenientes do 

Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) com livre 

acesso à água e comida e mantidos em ciclo 12 h luz/escuro com temperatura 

ambiente constante em 24±2ºC. Os experimentos foram realizados em acordo 

com o Comitê Ético de uso de animais de experimentação (CETEA) da UFMG. 
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3.2 Métodos  

 

3.2.1 Administração intratecal  

 

 As injeções por via intratecal (i.t.) foram realizadas de acordo com o 

método descrito por Hylden e Wilcox (1980). O volume de 5 µL foi administrado 

em animais não anestesiados com uma microseringa Hamilton, enquanto o 

animal foi gentilmente imobilizado para ser mantido na posição necessária para 

administração intratecal entre as vértebras L5-L6. A perfuração da dura-máter foi 

indicada comportamentalmente por um rápido movimento da cauda.  

  

3.2.2 Teste da placa quente 

 

 Esse teste teve como finalidade avaliar a nocicepção aguda causada por 

estímulo térmico. O ensaio foi realizado conforme descrito por Malmberg and 

Yaksh (2001). Os animais receberam, por via i.t., veículo (PBS, 5 µL/sítio), Tx3-4 

(30 pmol/sítio), MVIIC (30 pmol/sítio) ou morfina (3000 pmol/sítio). O teste da 

placa quente foi realizado de 0,25 até 4 horas após a administração dos 

tratamentos, a uma temperatura de 55±0,5ºC. A resposta nociceptiva foi 

avaliada pela latência, em segundos (s), que os animais levaram para lamber as 

patas ou saltar da placa quente, estabelecendo-se um teto de 30 segundos para 

evitar lesão tecidual. 
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3.2.3 Teste da formalina 

 

 Esse teste foi realizado conforme procedimentos descritos por De Souza 

et al. (2001) com objetivo de investigar o efeito das toxinas em modelo de 

nocicepção neurogênica e inflamatória. Para avaliar se a toxina Tx3-4 previne o 

aparecimento da nocicepção, camundongos receberam 5 µL de Tx3-4 (3; 10 e 

30 pmol/sítio), MVIIA (0,01; 0,1; 1 e 10 pmol/sítio), MVIIC (0,03; 0,3; 3 e 30 

pmol/sítio)  ou veículo (PBS, 5µL/sítio),  0,25; 0,5; 1; 2; 3, ou 4 horas antes da 

injeção subcutânea (s.c.) de formalina 2,5% (20 µL) na pata traseira direita. Já 

para verificar se a Tx3-4 pode reverter um processo nociceptivo já instalado, 

grupos de animais receberam Tx3-4 (3-30 pmol/sítio), MVIIA (0,01-10 

pmol/sítio), MVIIC (0,3-30 pmol/sítio) ou veículo (PBS, 5 µL/sítio) 9 a 12 minutos 

após a injeção de formalina. Foi registrado o tempo de reação, em segundos (s), 

como o tempo de lambida da pata injetada ou sua retirada do chão, sendo esses 

os indicativos de nocicepção. Os animais foram observados durante 30 minutos, 

divididos em duas fases. A primeira foi avaliada de 0-5 minutos (Fase 

neurogênica) e a outra de 15-30 minutos (Fase inflamatória). 

 

3.2.4 Efeitos adversos 

 

 A administração intratecal de bloquedores de CCSVs do tipo-N e –P/Q 

pode causar vários efeito adversos como movimentos de cauda, tremores, 

disfunções motoras severas e paralisia (Malmberg e Yaksh, 1994). Uma vez 

presentes, esses efeitos têm a capacidade de interferir na avaliação das 

respostas antinociceptivas já que estas dependem da integridade física do 

animal.  A dose tóxica foi estimada a partir do Método de up-and-down (Dixon, 

1965; Lichtman, 1998). Este é um procedimento reconhecido por reduzir o 

número de animais de laboratório necessários para determinar os valores de 

DT50 (dose necessária para causar efeitos tóxicos em 50% dos animais) sem 

comprometer a reprodutibilidade. Para o presente estudo foram utilizados 6 
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camundongos, iniciou-se a administração intratecal da Tx3-4 com a dose de 30 

pmol/sítio e manteve-se a escala farmacológica tanto com doses superiores 

quanto inferiores a dose inicial, de acordo com a resposta de cada animal. Caso 

o animal que recebeu a injeção de 30 pmol/sítio apresentasse algum dos efeitos 

motores acima citados, administraríamos uma dose 3,3 vezes inferior a inicial, 

senão administraríamos uma dose 3,3 vezes superior e assim se seguia para 

cada dose até o sexto camundongo. O cálculo do DT50 e o Intervalo de 

Confiança 95% foram calculados segundo as seguintes fórmulas:  

 

DT50= log da última dose+ (k); 

IC 95%= incremento da dose x √2/n x 1.96; 

K= constate baseada na tabela de Dixon. 

 

3.2.4.1 Teste da locomoção forçada em cilindro gira tório 

(Rotarod)  

 

 Esse teste foi realizado com o objetivo de avaliar alterações sobre a 

coordenação motora dos animais devido à administração de Tx3-4, MVIIA ou 

MVIIC e verificar a possibilidade de um relaxamento muscular não específico ou 

efeito sedativo. 

 O procedimento foi realizado conforme descrito por Tsuda et al. (1996). 

Vinte e quatro horas antes do experimento, camundongos foram treinados no 

rotarod (3,7 cm de diâmetro, 12 rpm) por dois períodos de 60 segundos, com 

intervalo de 60 s entre eles. No dia do experimento, os animais foram injetados 

com 5 µL(i.t.) de veículo, Tx3-4 (30 pmol/sítio), ω-ctx-MVIIC (30 pmol/sítio) ou ω-

ctx-MVIIA (1 pmol/sítio) e cada animal de cada grupo foi submetido ao cilindro 

giratório 15 e 60 minutos depois da administração. O número de quedas e a 

latência da 1ª queda foram registrados durante 4 minutos. 
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3.2.4.2 Atividade Exploratória (Campo Aberto) 

 
 Para avaliar o efeito da administração i.t. da toxina Tx3-4 sobre a 

atividade locomotora espontânea (exploração horizontal e vertical), os animais 

foram colocados em fotocélulas com 40X12X40 cm de dimensão, divididas em 

quatro partes, com 20X12X20 cm de dimensão (campo aberto para 

camundongos). A atividade motora foi medida através de um monitor de 

atividade que utiliza três detectores de luz infravermelha, cada um localizado em 

uma fotocélula (Sotnikova et al., 2004). Os animais receberam administração 

intratecal de 5 µL de veículo (PBS), Tx3-4 (30 pmol/sítio), MVIIA (1 pmol/sítio) ou 

MVIIC (30 pmol/sítio) e em seguida, foram submetidos ao campo aberto e 

avaliados por 5 minutos nos intervalos de 15 e 60 minutos após a administração. 

Para avaliar a exploração horizontal foi medida a distância total percorrida em 

centímetros (cm) e para a exploração vertical o tempo de “rearings” em 

segundos (s). 

  

3.2.5 Modelo de nocicepção espontânea induzida por 

NMDA 

 

 O procedimento foi realizado segundo Urca e Raigorodsky (1988), e seu 

objetivo foi avaliar a possível participação do receptor NMDA na inibição de 

respostas antinociceptivas induzidas pela toxina Tx3-4. Os camundongos foram 

submetidos à administração intratecal do bloqueador do PBS (veículo), do MK-

801 (30 nmol/sítio, usado como controle positivo) e da Tx3-4 (3-30 pmol/sítio) 

co-administrados com NMDA (3 nmol/sítio). Foi registrado tempo de reação (em 

segundos, s) de mordida da cauda ou do movimento de coçar os quadris, sendo 

esses os indicativos de nocicepção. Os animais foram observados durante 3 

minutos.  

 

 



 30

3.2.6 Modelo de dor incisional 

 

  Este teste teve como finalidade investigar o efeito antinociceptivo da Tx3-

4 no modelo de dor pós-cirúrgica induzida por incisão na pata. O procedimento 

foi realizado conforme descrito por Pogatzki e Raja (2003). No dia do 

experimento os animais foram anestesiados previamente com halotano e 

receberam uma incisão longitudinal de 0,5 cm na pata. O músculo plantar foi 

elevado e a pele foi imediatamente suturada com fio cirúrgico 6-0. A nocicepção 

foi avaliada através da alodínia mecânica (Sensibilidade dolorosa a um estímulo 

anteriormente inócuo) por filamentos de Von-Frey (1,4; 0,4g; 0,16; 0,07 e 0,02, 1  

aplicação durante 5 segundos), utilizando Método de “up-and-down” (Dixon, 

1965; Dixon, 1982). Para avaliar se a Tx3-4 pode reverter um processo 

nociceptivo já instalado, verificado pela presença de alodinia mecânica, grupos 

de animais receberam Tx3-4 (3 pmol/sítio), ω-ctx-MVIIC (3 pmol/sítio), MK801 

(30 nmol/sítio) ou veículo (PBS, 5 µL/sítio) 10 min após a incisão avaliado-se a 

nocicepção 0,25; 0,5; 1; 2 e 4 horas após a administração dos tratamentos.  

 

3.2.7 Avaliação da alodínia mecânica através dos 

filamentos de Von Frey 

 

 A alodínia mecânica foi avaliada nos modelos de dor inflamatória e 

neuropática, utilizando os filamentos de Von frey (Dixon, 1980). Os animais 

foram colocados em compartimentos de acrílico sobre uma tela de metal e 

climatizados por, no mínimo, 1 hora antes do teste. O estímulo mecânico foi 

direcionado perpendicularmente a superfície plantar dos animais. Foram 

analisadas as respostas em relação à tensão-resposta aos vários filamentos que 

por sua vez produzem diferentes graus de estimulação mecânica (inócua ou 

nociva). As sessões em camundongos iniciaram com a aplicação do filamento 

de 0,4g (gramas). Caso a tensão-resposta fosse nociva, utilizava-se um 
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filamento com menor valor em (g) a partir da última resposta. Os filamentos de 

Von Frey foram aplicados por seis sessões e a retirada da pata foi registrada 

como porcentagem das respostas. 

 A fórmula utilizada para avaliar o limiar 50% no modelo de alodínia 

mecânica (filamento de Von Frey) é: 

 

Limiar 50% = log do último fio + (k. média) 

Sendo que:log do último fio = significa o valor do último filamento utilizado na 

série de seis aplicações dos filamentos de Von Frey; 

K = constante baseada na tabela de Dixon;  

Média das diferenças da força dos filamentos em log para camundongos = 0,44. 

 

3.2.8 Análise estatística 

 

 Os resultados foram expressos como média ± S.E.M, Imáx e DI50 (dose das 

toxinas que reduz as respostas nociceptivas na ordem de 50% em relação às 

inibições máximas). Os dados foram analisados por análise de variância 

(ANOVA) de uma ou duas vias seguida pelo teste de múltiplas comparações de 

Bonferroni ou pelo teste de Student Newmann-Keuls e por Teste t de Student, 

quando apropriado. Valores de p menores que 0,05 (* p< 0,05, ** p< 0,01 e *** 

p<0,001) foram considerados como indicativos de significância estatística.  
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4. RESULTADOS 
 

4.1 Avaliação da atividade antinociceptiva em 

modelo de dor térmica transitória (Placa quente) 

 
 A administração intratecal de Tx3-4 ou ω-ctx-MVIIC nas doses de 30 

pmol/sítio, não produziu antinocicepção no teste da placa quente, ou seja, não 

houve aumento significativo da latência de resposta ao estímulo térmico em 

nenhum dos intervalos observados (Fig. 1A e B). A dose de 30 pmol foi 

escolhida por ser a maior dose testada para a qual não observamos efeitos 

colaterais. Já os animais que receberam morfina (3000 pmol/sítio), modelo 

clássico padronizado para o teste da placa quente, apresentaram resposta 

antinociceptiva com efeito de 60±19%, que se iniciou 2 horas após sua aplicação 

e durou 1 hora (Fig. C), doses menores de morfina não apresentaram efeito 

significativo.  
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Figura 1. Efeito antinociceptivo em modelo de dor aguda térmica produzida pela 
injeção intratecal de A) toxina Tx3-4 (30 pmol/sítio), B)  ω-ctx-MVIIC (30 
pmol/sítio) e C) Morfina (3000 pmol/sítio). 0h representa os valores basais 
obtidos antes da administração dos tratamentos. Cada ponto representa a média 
± erro padrão de 8-13 animais, dependendo do grupo. *** p<0,001, * p<0,05 
representam o nível de significância quando comparado aos animais tratados 
com PBS (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni). 
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4.2 Avaliação da atividade antinociceptiva em 

modelo de dor química persistente (Formalina) 

 
 Ao contrário do observado no teste da placa quente, a administração 

intratecal prévia de Tx3-4 na dose de 30 pmol/sítio causou antinocicepção na 

fase inflamatória quando injetada 30 minutos (0,5 h) ou 1 hora antes da injeção 

de formalina (Fig. 2B). A inibição da nocicepção 1 hora após a injeção da Tx3-4 

foi de 60±8%. Já na fase neurogênica, não houve efeito antinociceptivo 

detectável (Fig. 2A).  
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Figura 2.  Efeito antinociceptivo produzido pela injeção intratecal da toxina TX3-4 
(30 pmol/sítio) no modelo de nocicepção causada pela formalina. Cada barra 
representa a média ± erro padrão de 8-10 animais. *** p< 0,001 e * p< 0,05 
representam o nível de significância quando comparado aos animais tratados 
com PBS (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni). 
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 A administração intratecal da ω-ctx-MVIIC, na dose de 30 pmol/sítio, não 

causou efeito antinociceptivo na fase neurogênica ou inflamatória quando 

administrados 0,25; 0,5; 1 e 2 horas antes da injeção de formalina (Fig. 3A e B).  
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Figura 3. Efeito antinociceptivo produzido pela injeção intratecal da ω-ctx-MVIIC 
(30 pmol/sítio) no modelo de nocicepção causada pela formalina. Cada barra 
representa a média ± erro padrão de 8-9 animais Não houve diferença 
significativa entre os grupos (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de 
Bonferroni). 
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 Em vista da ausência de atividade antinociceptiva da ω-ctx-MVIIC, 

realizou-se administração intratecal da ω-ctx-MVIIA, na dose de 1 pmol/sítio, 

para fins de comparação e esta não apresentou efeito antinociceptivo na fase 

neurogênica (Fig. 4A). Já na fase inflamatória, a ω-ctx-MVIIA apresentou ação 

antinociceptiva quando administrada 1 hora antes da injeção de formalina (Fig. 4 

B) com inibição de 58±10% .  
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Figura 4.  Efeito antinociceptivo produzido pela injeção intratecal da ω-ctx-MVIIA 
(1pmol/sítio) no modelo de nocicepção causada pela formalina. Cada barra 
representa a média ± erro padrão de 8-11 animais. * p< 0,05 representa o nível 
de significância quando comparado aos animais tratados com PBS (ANOVA de 
duas vias seguida pelo teste de Bonferroni). 
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 Para avaliar a potência antinociceptiva da Tx3-4 e da ω-ctx-MVIIA no 

teste da formalina, foram construídas curvas-dose resposta para estas toxinas 1 

hora após sua administração (Fig. 5). Nenhuma das doses de Tx3-4 (3-

30pmol/sítio) testadas 1 hora antes da administração de formalina apresentou 

efeito na fase neurogênica (Fig. 5A). O contrário se observa na fase inflamatória, 

na qual houve redução significativa da latência de resposta comparada ao 

controle (Fig. 5B), com DI50 calculada de 11 (6-20) pmol/sítio e inibição de 

55±7%. Doses maiores que 50 pmol/sítio não puderam ser testadas em virtude 

de produzirem efeitos adversos motores.  

 A administração intratecal da ω-ctx-MVIIA (0,01-1 pmol) produziu efeito 

assim como a Tx3-4 (Fig. 5C e D). A DI50 calculada foi de 0,01 (0,001-0,2 

pmol/sítio) e a inibição de 49±10%. Doses maiores que 3 pmol/sítio não 

puderam ser testadas em virtude de produzirem efeitos adversos (Malmberg et 

al., 2003).  
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Figura 5.  Efeito antinociceptivo produzido pela injeção intratecal da toxina Tx3-4 
(3-30 pmol/sítio) e de ω-ctx-MVIIA (0,01-1 pmol/sítio) no modelo de nocicepção 
causada pela formalina 1 hora antes de sua administração (s.c) nas patas 
traseiras direita. Cada barra representa a média ± erro padrão de 8-10 animais, 
dependendo do grupo. *p<0,05 representa o nível de significância quando 
comparado aos animais tratados com PBS (ANOVA de uma via seguida pelo 
teste de Newmann-Keuls em B e Teste t em D). 
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 Posteriormente, investigou-se a capacidade da Tx3-4, da ω-ctx-MVIIC e 

ω-ctx-MVIIA de reverter um quadro nociceptivo já instalado. A administração 

intratecal da Tx3-4 (3-30pmol/sítio) 9 minutos após a injeção da formalina foi 

capaz de reduzir a latência de resposta sendo a resposta significativa apenas 

para a dose de 30 pmol/sítio (Fig. 6A). A DI50 calculada foi de 8 (3 a 22) e 

inibição de 60±9%.  

 A administração intratecal da ω-ctx-MVIIC (0,03-30 pmol/sítio), 9 minutos 

após a injeção de formalina foi capaz de reduzir a fase inflamatória (Fig. 6B), 

com DI50 calculada de 0,06 (0,01 a 0,3) e inibição de 48±12%. Já a 

administração da ω-ctx-MVIIA (0,01-1 pmol/sítio) não foi capaz de exercer efeito 

antinociceptivo como pós-tratamento (Fig. 6C).  
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Figura 6.  Efeito antinociceptivo produzido pela injeção intratecal de A) Tx3-4 (3-
30 pmol/sítio, B) ω-ctx-MVIIC (0,03-30 pmol/sítio) e C) ω-ctx-MVIIA (0,01-1 
pmol/sítio) 9 minutos após a administração da formalina. Cada barra representa 
a média ± erro padrão de 8-11 animais. *p< 0,05 representa o nível de 
significância quando comparado aos animais tratados com PBS (ANOVA de 
uma via seguida pelo teste de Newmann-Keuls). 
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4.3 Avaliação dos efeitos adversos 

  
 A administração intratecal das maiores doses de Tx3-4 induziu sinais 

indicativos de toxicidade, especialmente paralisia flácida e dificuldade 

respiratória. A dose tóxica 50 (DT50) calculada foi de 38 (12-120) pmol/sítio em 

animais controle. Como a dose terapêutica (DI50 para o efeito antinociceptivo) foi 

de 11 pmol/sítio, assim o índice terapêutico encontrado foi baixo, de 

aproximadamente 3 vezes.    
 A avaliação da atividade locomotora forçada em cilindro giratório foi 

avaliada através dos parâmetros Latência da 1ª queda e Número de quedas.  Os 

animais receberam administração prévia intratecal de Tx3-4 (30 pmol/sítio), ω-

ctx-MVIIC (30 pmol/sítio) ω-ctx-MVIIA (1 pmol/sítio) e foram avaliados nos 

intervalos de 0,25 e 1 hora, horários próximos ao pico de ação das toxinas no 

teste da formalina.  

 Podemos observar que as doses de Tx3-4, ω-ctx-MVIIC e ω-ctx-MVIIA 

não provocaram sedação ou redução significativa no desempenho motor nos 

intervalos observados. Ou seja, não causaram alteração na latência da 1ª queda 

(Fig. 7A e B) e nem no número de quedas (Fig. 7C e D). 
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Figura 7.  A) e B) latência da 1a queda aos 15 minutos e 1hora após a 
administração de PBS (5 µL/sítio), Tx3-4 (30 pmol/sítio), ω-ctx-MVIIC (30 
pmol/sítio) ou ω-ctx-MVIIA (1 pmol/sítio). Cada grupo representa a média ± erro 
padrão de 7-8 animais. Não houve diferença significativa entre os grupos 
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Newmann-Keuls). C) e D) número de 
quedas aos 15 minutos e 1 hora após a administração do PBS e toxinas. Cada 
grupo representa mediana ± intervalo interquartil 75% de 7-8 animais. Não 
houve diferença significativa entre os grupos (Teste de Kruskal-Wallis). 
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 A avaliação da atividade exploratória foi realizada com as mesmas doses 

nos mesmos intervalos da avaliação da atividade locomotora em cilindro 

giratório. Os parâmetros avaliados foram “Rearing” em segundos (s) e a 

distância total percorrida em centímetros (cm). 

 Nota-se que a ω-ctx-MVIIC induziu hiperatividade em 15 minutos, ou seja, 

alterou o tempo de “rearing” e a distância total percorrida comparado à Tx3-4 e à 

ω-ctx-MVIIA (Fig. 8A e C). O mesmo ocorreu em 1h, com diferença significativa 

detectável apenas para distância percorrida (Fig. 8D).  
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Figura 8.  A) e B) Tempo de “rearing” aos 15 minutos e 1 hora após a 
administração de PBS (5 µL/sítio), Tx3-4 (30 pmol/sítio), ω-ctx-MVIIC (30 
pmol/sítio) ou ω-ctx-MVIIA (1 pmol/sítio). C) e D) Distância total percorrida aos 
15 minutos e 1 hora após a administração do PBS e toxinas. Em A), C) e D) 
cada grupo representa a média ± erro padrão de 7-8 animais. * p< 0,05 e ** p< 
0,01 representam o nível de significância (ANOVA de uma via seguida pelo teste 
de Newmann-Keuls). Em B) cada grupo representa a mediana ± intervalo 
interquartil 75% de 7-8 animais (Kruskal-Wallis seguido por teste de Dunns). 
 
 

 

  

 
 

PBS Tx3-4 MVIIC MVIIA
0

25

50

75

100

125
A

* *

______________________________
0,25 h

"R
ea

rin
g"

 (s
)

PBS Tx3-4 MVIIC MVIIA

0

25

50

75

100

125
B

PBS
Tx3-4 (30 pmol/sítio)
MVIIC (30 pmol/sítio)
MVIIA (1 pmol/sítio)

*

______________________________
1,0 h

"R
ea

rin
g"

 (s
)

PBS Tx3-4 MVIIC MVIIA
0

100

200

300

400
C ** **

*

______________________________
0,25 h

D
is

tâ
nc

ia
 p

er
co

rr
id

a 
(c

m
)

PBS Tx3-4 MVIIC MVIIA
0

100

200

300

400
D

**

*

______________________________
1,0 h

D
is

tâ
nc

ia
 p

er
co

rr
id

a 
(c

m
)



 48

4.4 Avaliação da atividade antinociceptiva em 

modelo de nocicepção espontânea induzida por 

NMDA  

 

 O perfil antinociceptivo da toxina 3-4 (inibição somente da segunda fase e 

eficácia semelhante no pré ou pós-tratamento) diferiu das ω-conotoxinas, 

sugerindo que outro alvo farmacológico diferente dos CCSV poderia ser 

responsável pelo efeito antinociceptivo da Tx3-4. Estudos prévios do nosso 

grupo indicaram que esta toxina pode interagir com o sistema glutamatérgico 

(Reis et al, 1999). Sabendo que o sistema glutamatérgico, especialmente o 

receptor NMDA é um importante mediador da nocicepção em nível medular 

(Haley et al., 1990; Ren et al., 1992; Ferreira e Lorenzetti, 1994), testamos o 

potencial antinociceptivo da toxina em um modelo de nocicepção espontânea 

induzida por um agonista do receptor NMDA. Tanto o bloqueador do receptor 

NMDA MK801 (30 nmol/sítio) quanto a Tx3-4 (10 e 30 pmol/sítio) reduziram 

significativamente a nocicepção induzida por NMDA com inibição de 78±9 para 

MK801 e de 64±12 para Tx3-4 (Fig. 9).  
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Figura 9.  Efeito produzido pela injeção intratecal de MK801 (30 nmol/sítio) co-
administrado com NMDA (3 nmol/sítio) e de Tx3-4 (3-30 pmol/sítio) co-
administrada com NMDA (3 nmol/sítio). Cada barra representa a média ± erro 
padrão de 5-6 animais. ** p< 0,01 e * p< 0,05 representam o nível de 
significância quando comparado aos animais tratados somente com NMDA (3 
nmol/5 µL) (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Newmann-Keuls). 
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4.5 Avaliação da atividade antinociceptiva em 

modelo de nocicepção incisional (Nocicepção 

pós- operatória) 

 

 Este teste teve como objetivo avaliar a capacidade da toxina Tx3-4 de 

reverter um quadro nociceptivo previamente instalado em modelo de nocicepção 

clinicamente relevante. Inicialmente, verificamos que a incisão na pata de 

camundongos induz uma intensa alodínia mecânica, caracterizada como uma 

redução no limiar de detecção do estímulo mecânico em relação aos valores 

basais (Fig. 10). Observou-se a ação da Tx3-4 (3 pmol/sítio), ω-ctx-MVIIC (3 

pmol/sítio) e MK801 (30 nmol/sítio) de 0,25 a 4 horas após sua administração. A 

ω-ctx-MVIIA não foi incluída no presente experimento uma vez que já existem 

estudos utilizando a mesma em modelo de nocicepção pós-operatória (Wang et 

al., 2000). 

 Tanto a Tx3-4, ω-ctx-MVIIC e MK801 foram capazes de reverter a 

alodínia mecânica previamente instalada com efeito de 80±12% para Tx3-4 e de 

69±16% para MK801 em 1 hora e de 65±10% para ω-ctx-MVIIC em 0,25 h (Fig  

10). Pode-se observar que a Tx3-4 e a ω-ctx-MVIIC apresentaram efeito 

antinociceptivo com doses até 10 vezes menores em relação àquelas utilizadas 

no teste da formalina, com pico de ação em intervalos de tempo próximos aos 

observados neste mesmo teste.  
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Figura 10.  Efeito produzido pela injeção intratecal de Tx3-4 (3 pmol/sítio), MVIIC 
(3 pmol/sítio) e MK801 (30 nmol/sítio). B, basal e PC, pós-cirurgia. Cada barra 
representa a média ± erro padrão de 6-8 animais. p< 0,01 para interação 
(ANOVA de 2 vias seguida pelo teste de Bonferroni). #p< 0,05 representa o nível 
de significância logo após a cirurgia quando comparado ao respectivo basal 
(Teste t de Student). *** p< 0,001, ** p< 0,01 e * p< 0,05 representam o nível de 
significância quando comparado aos animais tratados somente com PBS (5 
µL/sítio) para cada intervalo de tempo (ANOVA de uma via seguida pelo teste de 
Newmann-Keuls). 
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5. DISCUSSÃO 

 

  As síndromes dolorosas persistentes provocam sofrimento e 

estresse e seus mecanismos ainda não foram completamente elucidados (Woolf 

e Mannion, 1999).  Seu controle ainda é um grande desafio porque algumas 

modalidades são refratárias aos analgésicos disponíveis, havendo assim a 

necessidade de novos fármacos, mais seletivos que não induzam tolerância ou 

dependência e que sejam capazes de tratar dores de difícil tratamento como, por 

exemplo, as neuropatias (Hogg, 2006).  

  É de conhecimento que os opióides são considerados os fármacos mais 

potentes utilizados no tratamento de dores agudas e crônicas, entretanto 

causam vários efeitos adversos como constipação, dependência, tolerância e 

depressão respiratória, o que restringe seu uso (Hoskin e Hanks, 1991; Martin e 

Sloan, 1977; McQueen, 1983; Nestler, 1993).  

 Este estudo teve como objetivo investigar a ação antinociceptiva da toxina 

Tx3-4, um peptídeo purificado do veneno da P. nigriventer, e avaliar seu 

potencial como possível agente analgésico. Sabe-se que um de seus 

mecanismos de ação é através da inibição de correntes de CCSVs 

principalmente do tipo-N e -P/Q e também –R (Dos Santos et al., 2002) e que o 

influxo de cálcio através dos CCSVs está envolvido na liberação de 

neurotransmissores e modulação da excitabilidade de membranas celulares 

(Zamponi e Snutch, 1998). Além disso, estudos farmacológicos, 

eletrofisiológicos e moleculares indicam que estes canais exercem importante 

papel no controle de processos nociceptivos na medula espinhal (Altier e 

Zamponi, 2004).  

 Os canais do tipo-N são conhecidos por sua atividade pró-nociceptiva nas 

duas fases do teste da formalina enquanto os do tipo-P/Q atuam principalmente 

na segunda fase (Malmberg e Yaksh, 1994). Este envolvimento dos CCSVs 

citados com nocicepção está em conformidade com a distribuição do tipo-N 

principalmente em dendritos e corpos celulares das lâminas II a IV e do tipo-P/Q 
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em terminações nervosas de fibras aferentes primárias no corno dorsal da 

medula e em  dendritos e corpos celulares dos neurônios motores (Murakami et 

al., 2004). Assim, toxinas que interferem em CCSVs podem ser utilizadas para 

modular a liberação de neurotransmissores em condições dolorosas (Miljallich et 

al., 1995). 

 O veneno da P. nigriventer contém um coquetel de toxinas que afetam os 

canais iônicos, sendo os CCSVs alvo das toxinas Tx3-3, Tx3-4 e Tx3-6, 

derivadas da fração PhTx3 (revisado por Gomez et al., 2002). E assim justifica-

se sua ação sobre vários sistemas fisiológicos, em particular aqueles 

relacionados com dor e inflamação (Costa et al., 2002, Souza et al., 2008).  

 Vários modelos de nocicepção foram utilizados para avaliar a atividade 

antinociceptiva da toxina Tx3-4, e ressalta-se que estes apresentam 

características próprias que devem ser consideradas tais como simplicidade, 

reprodutibilidade, validade dos resultados e possibilidade de serem 

correlacionados com estudos clínicos (Besson, 1999; Le Bars et al., 2001). 

 Iniciamos os experimentos através do teste da placa quente por este ser 

um teste simples e de curta duração. Seu objetivo é mensurar a resposta 

nociceptiva a um estímulo térmico breve que ativa nociceptores que transmitem 

a informação nociva ao corno dorsal da medula e posteriormente a centros 

corticais, produzindo uma resposta organizada (Mogil e Adhikari, 1999). A placa 

quente é um dos modelos mais utilizados no estudo de fármacos analgésicos, 

principalmente de substâncias que possuem ação no SNC, como os opióides 

(Le Bars et al., 2001).   

 Apesar da incapacidade de bloqueadores de canais tipo-P/Q atuarem no 

teste da placa quente, acreditava-se que Tx3-4 poderia ter efeito uma vez que 

bloqueadores de CCSVs do tipo-N apresentaram efeito ao inibir o estímulo 

nocivo térmico (Hatakeyama et al., 2001; Malmberg e Yaksh, 1994). A Tx3-4 não 

apresentou efeito antinociceptivo no presente teste assim como a ω-ctx-MVIIC, o 

que já era esperado para bloqueadores seletivos tipo-P/Q. Essa conotoxina foi 

escolhida em detrimento a ω-ctx-MVIIA uma vez que sua atividade como 

bloqueadora seletiva de canais tipo-N já foi confirmada neste modelo para 
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camundongos assim como da Phα1β (Souza et al., 2008). Desta forma, optamos 

por utilizar a morfina tanto como controle positivo quanto como forma validar 

esses achados. Uma das possíveis explicações para ausência de efeito da Tx3-

4 seria a alta temperatura, 55±0,5ºC, disfunções motoras leves ou pequena 

participação do bloqueio de CCSVs tipo-N. A temperatura foi escolhida uma vez 

que peptídeos derivados de animais são utilizados para substituir opióides ao 

tratar dores refratárias aos mesmos (Hogg, 2006), sendo esta última, a única 

classe de fármacos conhecida  capaz de apresentar efeito a estímulo térmico de 

tal intensidade. Já quanto aos efeitos motores, doses de Tx3-4 e ω-ctx-MVIIC 

inferiores a 30 pmol/sítio foram administradas (dados não mostrados) e também 

se mostraram igualmente ineficazes para aumentar a latência dos animais 

testados. Assim resta a última possibilidade, o que não deporia contra o 

potencial terapêutico da Tx3-4, pois o tipo de nocicepção induzida pela placa 

representa uma importante função protetora na manutenção da integridade dos 

tecidos e deve ser evitado em certas circunstâncias.   

 Diante da ineficiência das duas toxinas no teste anterior, partimos para o 

modelo de nocicepção induzida pela injeção intraplantar de formalina, que é uma 

das ferramentas mais utilizadas na triagem de novos compostos com potencial 

analgésico (Hunskaar e Hole, 1987; McNamara et al., 2007). O teste da 

formalina é caracterizado por produzir um comportamento bifásico, com 

transição da fase neurogênica, primeira fase, para a fase inflamatória, segunda 

fase ou estado de nocicepção persistente. Trata-se de um teste de nocicepção 

por estímulo químico, sendo que a fase neurogênica envolve principalmente a 

participação de fibras aferentes do tipo C (Tjolsen et al., 1992) e a fase 

inflamatória envolve o estímulo contínuo proveniente da primeira fase além da 

liberação de mediadores neuroativos (Ji e Woolf, 2001; Vanegas e Schaible, 

2004). Já o período entre as duas fases, que se estende aproximadamente de 5 

a 15 minutos após a injeção da formalina, apresenta perfil de redução do 

comportamento nociceptivo devido a ativação de vias descendentes inibitórias 

(Millan, 2002; Vanegas e Schaible, 2004).  
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 A diferença entre os mecanismos de nocicepção das fases aguda e 

inflamatória pode permitir caracterização do perfil de um novo fármaco, por 

exemplo, os AINES que ficaram conhecidos por atuarem na segunda fase do 

teste da formalina, o que indicava potencial terapêutico em dores de origem 

inflamatória. Hoje já se sabe que seu mecanismo de ação analgésica é devido a 

inibição da síntese de prostaglandinas, presente na fase inflamatória do teste e 

em outros estados de inflamação (Dirig et al., 1997). Realizamos administração 

prévia de Tx3-4, de ω-ctx-MVIIC, como controle para ativação de CCSVs tipo-

P/Q, e de  ω-ctx-MVIIA como controle para ativação de CCSVs do tipo-N, e 

todas as toxinas, com exceção da segunda,  apresentaram ação na fase 

inflamatória no pré-tratamento. Já no pós-tratamento, apenas a Tx3-4 e a ω-ctx-

MVIIC apresentaram efeito na fase inflamatória.   

 Normalmente, bloqueadores de canais tipo-N inibem a fase neurogênica 

em concentrações superiores as necessárias para inibir a fase inflamatória (Diaz 

e Dickenson, 1997; Malmberg and Yaksh, 1994) e apresentam preferência pelo 

CCSV tipo-N no estado inativado (Stocker et al., 1997).  Ressalta-se a opção por 

uma dose baixa de ω-ctx-MVIIA neste estudo, uma vez que doses superiores a 

3 pmol/sítio já apresentariam potencial para alterar as respostas motoras de 

camundongos no teste do “rotarod” (Malmberg et al., 2003). Assim, a atividade 

da ω-ctx-MVIIA apenas na segunda fase do pré-tratamento no teste da formalina 

condiz com os achados de outros autores e justifica-se pela baixa dose 

administrada e por sua preferência por canais inativados. 

 Sabe-se que bloqueadores de canais do tipo-P/Q quando pré-

administrados, até dez minutos antes da injeção de formalina, atuam 

principalmente na fase inflamatória, e a eles credita-se função de manutenção 

da nocicepção (Diaz e Dickenson, 1997; Malmberg and Yaksh, 1994) o que 

indica a participação deste tipo de CCSV nesta fase. Assim, sugere-se que uma 

justificativa plausível para ação da ω-ctx-MVIIC apenas no pós-tratamento seria 

que nesta condição, haveria aumento da proporção de CCSVs em estado aberto 

disponíveis para ligação com este peptídeo. 



 56

 A toxina Tx3-4 apresentou perfil intermediário entre as ω-ctxs MVIIC e 

MVIIA, com inibição das fases inflamatórias tanto no pré- quanto no pós-

tratamento, demonstrando potencial analgésico em modelos de nocicepção 

inflamatória. Entretanto, optamos primeiramente por determinar o DT50 da Tx3-4 

e excluir possíveis comprometimentos motores em animais que receberam as 

doses mais altas desta, ω-ctx-MVIIC e ω-ctx-MVIIA antes de continuar a 

investigar seu potencial terapêutico.  

 Como previamente descrito, observamos que doses superiores a 50 

pmol/sítio causavam paralisia flácida da cauda e patas traseiras, e alteração 

discreta do padrão respiratório. Sugerimos que isto tenha ocorrido através do 

bloqueio de CCSVs do tipo-P/Q presentes nos corpos celulares e dendritos de 

neurônios motores das lâminas ventrais da medula (Murakami et al., 2004), e 

que esta resposta seria localizada. Entretanto, não é possível afirmar se a Tx3-4 

poderia se difundir e alcançar estruturas superiores do SNC. Assim, estudos 

com marcação fluorescente e acompanhamento da difusão das moléculas de 

Tx3-4 fazem-se necessários para esclarecer os mecanismos para o 

desenvolvimento de toxicidade em altas doses.  

 O cálculo do DT50 revelou um baixo índice terapêutico, entretanto a Tx3-4 

não apresentou efeitos colaterais como incoordenação motora ou alteração da 

atividade locomotora em um campo aberto com a dose testada (30 pmol/sítio). O 

contrário se observou para ω-ctx-MVIIC, que provocou alterações no campo 

aberto comparada ao PBS, Tx3-4 e até ω-ctx-MVIIA. Segundo Malmberg (1994), 

os bloqueadores de CCSV do tipo-N causam principalmente tremor e 

serpenteado de cauda enquanto os do tipo-P/Q causam paralisia flácida da 

cauda e patas traseiras. Apesar da alta afinidade da Tx3-4 tanto pelos CCSVs 

tipo-N  quanto –P/Q (Dos Santos et al., 2002), credita-se aos últimos o 

aparecimento de paralisia flácida, uma vez que camundongos homozigotos com 

mutação espontânea que reduz a sensibilidade de ativação destes canais, 

“rolling mouse Nagoya”, apresentam incoordenação motora das patas traseiras 

(Fukomoto et al., 2009).  
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 Excluídos os efeitos colaterais nas doses testadas, investigamos o perfil 

farmacológico da Tx3-4 e concluímos que sua atividade antinociceptiva coincidia 

com estados de sensibilização central. Sabe-se que a atividade do receptor 

NMDA contribui para manutenção deste processo (Ferreira e Lorenzetti, 1994; 

Haley et al., 1990; Ren et al.,1992) que também está presente no teste da 

formalina. Além disso, observamos que o perfil da Tx3-4 se assemelha ao do 

MK801, inibidor não-competitivo do receptor NMDA (Hamada et al., 2001). 

Então, testamos o efeito da phonotoxina em modelo de nocicepção induzida 

pela administração intratecal do NMDA, utilizamos MK801 como controle e 

observamos que a Tx3-4 não só apresentou efeito, mas com dose de 10 

pmol/sítio. Esses achados sugerem que a Tx3-4 poderia apresentar afinidade 

por outros alvos além dos CCSVs, o que não seria surpresa,  pois Reis e 

colaboradores (1999) evidenciaram que esta inibe a liberação de glutamato pela 

reversão do transportador, mecanismo independente de Ca2+, em terminações 

nervosas de ratos. Uma possibilidade seria uma interação direta com o receptor 

NMDA já que a ω-conotoxina-GVIA e a ω-agatoxina-VIA (1 a 10 pmol/sítio), 

bloqueadoras de CCSVs tipo-N e –P/Q respectivamente, falharam neste modelo 

(Kato et al., 2002)  e já existe uma toxina, a conotoxina-G, capaz de bloquear os 

receptores NMDA que contém a subunidade NR2B (Hama e Sagen, 2009; 

Malmberg et al., 2003).  Entretanto, não se pode excluir de todo a participação 

dos CCSVs tipo-P/Q no modelo de nocicepção por NMDA pois a ω-agatoxina-

IVA se liga a uma região que envolve o aparato de “gating” mas que não se 

sobrepõe à região de ligação dos bloqueadores do poro como a ω-ctx-MVIIC 

(Mcdonough et al., 2002). Assim, faz-se necessária a utilização da conotoxina no 

presente modelo para excluir a participação dos CCSVs citados e realização de 

experimentos  “in vitro”, como “binding” em receptor NMDA, para esclarecer se 

este alvo está envolvido no mecanismo de ação da Tx3-4.  

 Como a Tx3-4 apresentou efeito antinociceptivo em modelos em que 

havia envolvimento de sensibilização central, o próximo passo seria testá-la em 

modelos semelhantes que fossem clinicamente relevantes. O modelo de dor 

induzida por incisão plantar se adequaria a esta proposta por ser uma 
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ferramenta amplamente utilizada em estudos experimentais de nocicepção pós-

operatória já que é bastante similar a dor pós-cirúrgica e uma vez que as 

variáveis podem ser melhor controladas em  modelos experimentais animais.  

(Brennan et al., 1996; Pogatzki e Raja, 2003).   

 A resposta nociceptiva pode ser mensurada através do aumento da 

sensibilidade dolorosa a estímulos nocivos, hiperalgesia, ou a estímulos 

inóquos, alodínia. Estes fenômenos ocorrem devido à ação direta e/ou indireta 

de um conjunto de mediadores inflamatórios sendo que a hiperalgesia 

inflamatória é resultante do aumento da excitabilidade (sensibilização) das fibras 

aferentes primárias nocivas enquanto a alodínia resulta da interpretação do 

estímulo mecânico como nocivo pelas fibras Aβ, de baixo limiar mecânico. Sabe-

se que administração oral de antiinflamatórios não-esteroidais reduz a 

hiperalgesia e a alodínia mecânica induzida pela incisão plantar em ratos 

(Whiteside et al., 2004) e que neste modelo, o perfil farmacológico de diferentes 

analgésicos parece ser muito similar ao encontrado na clínica.  

 A administração da Tx3-4 reverteu a alodínia mecânica decorrente da 

incisão, com perfil farmacológico semelhante ao do teste da formalina, apesar de 

ter sido 10 vezes mais potente. Sua eficácia foi superior à da ω-ctx-MVIIC, e do 

MK801, o que corrobora para a atividade em diferentes alvos. A ω-ctx-MVIIC, 

por sua vez, apresentou pico de ação aos 15 minutos e esta perdurou até 1 hora 

e baseando-se em estudos prévios (Stocker et al., 1997) seria difícil associar 

essa atividade a afinidade por CCSVs do tipo-N em estados ativados. A partir 

dos resultados obtidos no modelo de nocicepção optamos por usar o MK801 

como novo controle e este apresentou perfil farmacológico semelhante a Tx3-4. 

Estes achados foram um tanto quanto surpreendentes, uma vez que o próprio 

autor do modelo de nocicepção pós-cirúrgica constatou através de estudos em 

ratos, que o receptor NMDA não contribuiria para manutenção das respostas 

nociceptivas desenvolvidas (Zahn et al., 1998).  

 Chamamos atenção para o fato de que este estudo foi realizado com 

camundongos e muitas das fontes consultadas utilizaram outras espécies além 

de roedores tanto “in vivo” quanto “in vitro”. A potência terapêutica e a toxicidade 
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podem variar entre as diferentes espécies e sabe-se que os efeitos adversos de 

vários fármacos são verificados de maneira mais precisa em cães do que em 

roedores (Greaves et al., 2004). Outro ponto a ser ressaltado é que toxinas 

como a Phα1β e a Tx3-4 poderão, no futuro, ser ferramentas úteis no combate a 

dores refratárias à morfina assim como a ω-ctx-MVIIA (Ziconotida), que já é 

utilizada no tratamento da dor associada ao câncer e ao vírus da SIDA, sendo 

1000 vezes mais potente que a morfina além de não causar tolerância nem 

dependência associada aos opióides (Hogg, 2006). 
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6. CONCLUSÃO 
 
 Baseando-se nos resultados apresentados pode-se concluir que: 

 

 
  -A toxina Tx3-4 não apresenta efeito antinociceptivo no teste de 

 nocicepção térmica  transitória, placa quente; 

 

 -A toxina Tx3-4 produziu efeito antinociceptivo nos modelos de 

 nocicepção química persistente, nocicepção espontânea induzida por 

 NMDA e nocicepção incisional; 

 
   - A toxina não altera a coordenação ou atividade locomotora de 

 camundongos nas doses testadas.    
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7. PERSPECTIVAS 
 
 

 Para melhor elucidar os mecanismos da atividade antinociceptiva e da 

toxicidade apresentada pela Tx3-4 faz-se necessário a realização de mais 

experimentos com os seguintes objetivos: 

 

 -Avaliar a atividade da ω-ctx-MVIIC no modelo de nocicepção induzida 

 pelo NMDA; 

 

 -Verificar a possível afinidade da toxina pelo receptor NMDA através de 

 experimento de “binding”; 

 

 -Avaliar efeito antinociceptivo da toxina em outros modelos clinicamente 

 relevantes (dor relacionada à neuropatia e ao câncer); 

 

 -Realizar marcação fluorescente das moléculas de Tx3-4 e verificar sua 

 possível difusão pelo líquor. 
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